Estudio y caracterización de la nueva quinasa dependiente de calmodulina: CKK2 by Yance Chávez, Tula del Carmen
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estudio y caracterización de la nueva quinasa 
dependiente de calmodulina: CKK2 
 
Tula del Carmen Yance Chávez 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Aquesta tesi doctoral està subjecta a la llicència Reconeixement 3.0. Espanya de Creative 
Commons. 
 
Esta tesis doctoral está sujeta a la licencia  Reconocimiento 3.0.  España de Creative 
Commons. 
 
This doctoral thesis is licensed under the Creative Commons Attribution 3.0. Spain License.  
 
Barcelona, Setiembre  2015 
 
Departamento de Biología Celular, Inmunología y Neurociencias 
Programa de Doctorado en Biomedicina 
Facultad de Medicina, Universidad de Barcelona. 
 
 
 
ESTUDIO Y CARACTERIZACIÓN DE LA NUEVA 
QUINASA DEPENDIENTE DE CALMODULINA: 
CKK2. 
Memoria presentada por 
Tula del Carmen Yance Chávez 
para optar al grado de Doctor en Biomedicina 
por la Universidad de Barcelona 
 
 
 
 
Esta tesis ha sido realizada bajo la dirección de la Dra. Rosa Aligué Alemany 
en el Departamento de Biología Celular, Inmunología y Neurociencias  
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Barcelona. 
 
  
Agradecimientos 
"No hay deber más necesario que el de dar las gracias" 
Cicerón 
 
Las palabras no son mi mejor virtud, por ello aprovecho estas líneas 
para presentar mis agradecimientos a todas aquellas personas que han 
permitido que llegue este día, así como a los que me han acompañado en 
este camino. En primer lugar quiero agradecer a la jefa, Rosa, por haberme 
brindado la oportunidad de realizar mi trabajo de tesis en tu grupo, por 
haberme brindando la confianza de estar en tu grupo. También por 
permitirme participar en los pombe meetings han sido una gran experiencia, 
tanto a nivel científico como personal. Gracias por acompañarme durante 
este trabajo y siendo positiva; aún estos últimos días has estado 
brindándome todo tu apoyo; gracias por ayudarme a entender las cosas de 
pombe, y por la paciencia. Gracias por todo! A Ramón por permitirme 
continuar este trabajo y también por la paciencia, y el buen ánimo que te 
caracteriza. 
Al grupo Pombe, David bueno agradecerte  por soportar mi caos en 
el trabajo, sé que te ha costado pero lo digo: Muchísimas gracias..Gracias 
por enseñarme los primero días en el laboratorio, aunque no lo parezca o 
parece que no lo ponga en práctica aprendí mucho!! Euge creo que hacen 
falta palabras para agradecerte todo lo que me enseñaste; compartir contigo 
y aprender de tí ha sido estupendo! El laboratorio no ha sido lo mismo sin ti! 
Muchas gracias por tus palabras y consejos. Marta! Que hubiera sido de mí 
sin ti! has sido un gran apoyo para mí, me siento tan contenta de haber 
compartido contigo tu trabajo de máster, Gracias a Rosa por eso! Gracias 
Marta por ayudarme siempre, gracias por escuchar mis largos casi 
monólogos! Simplemente gracias por todo Marta! Alba y Marta S aunque 
tuve la oportunidad de compartir pocos momentos con ustedes quiero 
decirles gracias por esos momentos porque fue muy grato compartir con 
ustedes! Gracias grupo Pombe! A Ignasi gracias por la paciencia, sobre todo 
por la paciencia que a veces hacía falta repetirme varias veces las cosas, por 
tu ayuda y siempre echarme una mano, Gracias! 
A los compañeros del laboratorio! Los Oriol´s (sonaba tan raro al 
principio!) Primero agradecerte Oriol por el saludo de cada mañana por el 
buen ánimo que siempre le pones a todo, las bromas matutinas hacen que 
cada día uno pueda mirar con mejores ojos los resultados! A Judit gracias 
por que este último tiempo has sido un gran apoyo, gracias por compartir el 
verano conmigo, aquí en el lab muertas de calor (sin aire acondicionado! 
Jajajajaja) Gracias por todo, por tu disposición a ayudarme y sobre todo 
animarme a hacer las cosas GRACIAS porque aprendo cada día de tí! 
Edurne!!!!!! al pensar en ti se me coloca una sonrisa en el rostro será por los 
buenos momentos que siempre compartimos! Agradecer las 
conversaciones, que vienen tan bien para despejar la mente! Anna P. gracias 
por las caminatas a casa, largas charlas incluidas, gracias por tus consejos 
sobre el proceso de escribir la tesis: lo has hecho tan simple que creo que sin 
ese empujón me hubiera costado más, miles de gracias! Sere que decir 
gracias también por las palabras porque siempre le pones una gota de 
alegría y humor a las cosas, con el móvil que nunca deja de sonar, por 
compartir recetas de dulces, que afición más buena! Porque siempre tu 
poyata será más caótica que la mía! Gracias! Martina muchas gracias por 
todo porque mientras estuviste en el laboratorio siempre tuviste la buena 
disposición para hacer las cosas, porque lo que haces: lo haces bien! Gracias! 
Neus S. me has hecho tanta falta! Las últimas horas en el laboratorio sin tí no 
eran lo mismo! gracias por siempre escucharme, darme un consejo 
ayudarme y siempre siempre estar dispuesta a ofrecer tu ayuda! Muchas 
gracias! Atilla, gracias! Por ser el “único” chico del grupo y siempre estar 
presente, Gracias! Sara esta última etapa ha sido estupenda! Cada día 
siempre teniéndolo todo a punto, Gracias a Eulalia también por eso! cada 
vez que tenía algo que decir Sara siempre tenía una respuesta!! Gracias por 
el orden en el laboratorio, por tu  ayuda por tu buen ánimo con todo 
Muchísimas gracias! A Laura porque siempre tienes buen ánimo para todo 
es imposible hablar contigo y no estar contento Gracias! A Carla y Jonathan 
gracias chicos por esa inyección de ánimo y de ganas de empezar algo 
nuevo!  
A todas y cada una de las personas que pasaron por el laboratorio 
muchas gracias, porque aunque fuese poco o mucho el tiempo que 
compartimos que sepan que me dejaron algo.  Alba Ll, Carles B, Miriam, y 
Noe, Amaia, Edu, Sonia que aunque ya no compartimos el mismo espacio 
gracias por los momentos alegres dentro del laboratorio especialmente Edu 
no es lo mismo sin tus canciones matutinas! Gracias chicos! 
Gracias a todos y cada uno de ustedes por compartir este día a día 
del trabajo que a veces, solo a veces,  es menos gratificante pero con cada 
uno de ustedes lo ha sido enormemente! Gracias por la hora del café (que 
no es una hora, hay que recalcar!) han sido momentos para conversar, para 
reír, para crear nuevas anécdotas,  pero sobre todo para encontrar amigos y 
saber que puedo contar con ustedes, muchas gracias por todo; porque han 
hecho de estos años, años grandiosos y porque han contribuido a que me 
sienta como en casa! Miles de gracias! 
A Jonathan, las palabras faltan para decirte Gracias! Gracias Amor! 
Gracias por acompañarme todos estos día, por ser la otra mitad, porque 
cada día me animas y  motivas a seguir adelante, porque siempre miras la 
vida con optimismo y eso me encanta! Porque fue un día que decidimos 
tomar este rumbo y aquí estamos ya acabando esta etapa de la tesis, porque 
creo que la has vivido conmigo, especialmente cuando tocaba venir de 
noche o algún fin de semana, eras tú quien estaba a mi lado!, porque 
siempre has estado dispuesto a escucharme, a pesar que poco entendías has 
hecho el esfuerzo y eso es lo que cuenta! Gracias por todo amor! 
A ti madre gracias porque sin tu ejemplo nada de esto sería posible, 
reiterarte cada día que estoy inmensamente agradecida por lo que me has 
dado cada día de mi vida, gracias por todo eres la mejor! A mi Santiago 
gracias peque  porque tu sonrisa siempre alimenta, porque haces que la vida 
tenga otro color, porque me demuestras que ante la adversidad no hay nada 
mejor que poner una hermosa sonrisa a la vida! Gracias mi pequeñín por 
existir! Gracias a ti Yudit porque Santiago no heredó esa sonrisa sino de ti!   
Gracias porque ambos son mi ejemplo de temple y fortaleza,  siempre han 
sido y serán el empuje que necesito para saber que siempre hay algo que 
hacer y que siempre hay algo que mejorar. A ti hermano por tus palabras en 
el momento preciso por ser ejemplo de la palabra trabajador, gracias Iván.  
Gracias familia! 
A los amigos, que han pasado a ser parte de mi familia, Indry que has 
estado estos últimos tiempos compartiendo esta etapa y también de mi vida 
personal; Gracias por eso! aunque no estés presente el día de la tesis sé que 
me acompañaras y estarás conmigo: Gracias!! A Vanesa, Ronald, Alexandra, 
Roni, Claudia, Alan y Aina gracias por acompañarme desde el primer 
momento, por la ayuda, y darme ánimo con una buena gota humor; la 
actitud es lo que cuenta en esta vida y eso  tienen de sobra los quiero 
familia! Faltan las palabras y líneas para agradecerles todo lo que han hecho 
por mí, Gracias por todo!!! 
Faltan paginas para poder a todas y cada una de a aquellas personas 
que han formado alguna etapa de mi vida y que aun la siguen formando, 
amigos y familia, quiero decirles muchas gracias por lo que me han dejado,  
he aprendido y recibido mucho de cada uno de ustedes!!!! 
Gracias a todos! 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Contenido 
Agradecimientos3 
INTRODUCCIÓN ............................................................................................. 1 
1. Calcio y Calmodulina ........................................................................ 3 
2. Familia de las Quinasas dependientes de Calcio y Calmodulina ......... 7 
2.1. CaM Quinasas Multifuncionales................................................ 8 
2.2. Importancia de la Familia de las CaM quinasas........................ 13 
3. Schizosaccharomyces pombe como modelo celular ........................ 15 
4. CaM quinasas en Schizosaccharomyces Pombe .............................. 16 
4.1 Ssp1 ....................................................................................... 16 
4.2 Cmk1 ..................................................................................... 16 
4.3 Cmk2 ..................................................................................... 17 
4.4 Srk1 ....................................................................................... 18 
5. CaM quinasas en Saccharomyces cerevisae .................................... 19 
6. Deprivación de nutrientes: Nitrógeno y Glucosa. ............................ 20 
6.1 Deprivación de Nitrógeno....................................................... 20 
6.2 Deprivación de Glucosa .......................................................... 24 
7. Modificaciones pos-traduccionales: sumoilación. ........................... 27 
ANTECEDENTES............................................................................................ 29 
1. Estudio y Caracterización de la quinasa Cmk1 en 
Schizosaccharomyces pombe ................................................................ 31 
OBJETIVOS ................................................................................................... 35 
OBJETIVOS: ........................................................................................... 37 
MATERIALES Y METODOS ............................................................................. 39 
1. Técnicas de manipulación de ADN .................................................. 41 
1.1 PCR (Polymerase chain reaction)............................................. 41 
1.2 Clonaje................................................................................... 42 
1.3 Aislamiento de DNA plasmídico .............................................. 42 
1.4 Purificación de fragmentos de DNA ........................................ 42 
1.5 Electroforesis de ADN............................................................. 43 
1.6 Plásmidos utilizados ............................................................... 43 
1.7 Oligonucleótidos utilizados ..................................................... 43 
2. Cepas ............................................................................................ 44 
2.1 Integración de modificaciones a un gen mediante productos de 
PCR  .............................................................................................. 46 
2.2 Cruce de cepas ....................................................................... 47 
3. Medios y Condiciones de cultivo .................................................... 48 
3.1 Medio y Condiciones de Cultivo de Schizosaccharomyces pombe 
  .............................................................................................. 48 
3.2 Medio y Condiciones de cultivo para Escherichia coli .............. 49 
4. Transformación de cepas ............................................................... 49 
4.1 Transformación de Schizosaccharomyces pombe .................... 50 
4.2 Transformación de Escherichia coli ......................................... 51 
5. Ensayos de sensibilidad y tratamiento a estrés ............................... 51 
6. Determinación de número de células ............................................. 51 
7. Técnicas de Manipulación de proteína ........................................... 52 
7.1 Extracción de proteínas .......................................................... 52 
7.2 Cuantificación de proteínas .................................................... 53 
7.3 Electroforesis de Proteínas en condiciones desnaturalizantes . 54 
7.4 Electrotransferencia e inmunodetección: western blotting ..... 56 
7.5 Ensayo de actividad quinasa in vitro........................................ 58 
7.6 Tinción de proteínas con Azul de Coomassie ........................... 59 
7.7 Expresión y purificación de proteínas ..................................... 59 
7.8 “Pull-down” de proteínas ....................................................... 60 
8. Técnicas de manipulación de RNA .................................................. 61 
8.1 Extracción de RNA .................................................................. 61 
8.2 Análisis de la expresión génica por Real-Time PCR .................. 61 
9. Microscopía ................................................................................... 62 
9.1 Microscopía de epifluorescencia............................................. 62 
9.2 Análisis de imágenes .............................................................. 62 
RESULTADOS................................................................................................ 63 
1. Análisis de la secuencia y la actividad de Ckk2 ................................ 65 
1.1 Análisis de la secuencia .......................................................... 65 
1.2 Análisis de la actividad de Ckk2 frente a Ca2+ y CaM ................ 66 
2. Respuesta del mutante Δcck2 frente a diferentes tipos de estrés y 
condiciones celulares ............................................................................ 69 
2.1 Respuesta del mutante Δckk2 frente a agentes y drogas que 
afectan las funciones celulares ........................................................... 69 
2.2 Ckk2 y la respuesta a deprivación por nutrientes .................... 70 
2.3 Estudio de la modificación post-traduccional de Ckk2 en 
condiciones de deprivación de nutrientes .......................................... 77 
2.4 Posibles Reguladores de Ckk2 ................................................. 79 
2.5 Ckk2 y el inhibidor de Calcineurina FK506 ............................... 83 
3. Identificación  de Nuevos Sustratos de la quinasa Ckk2................... 85 
3.1 Identificación de sustratos de la quinasa Ckk2 en respuesta a 
Ca2+  .............................................................................................. 85 
3.2 Identificación de sustratos de la quinasa Ckk2 en deprivación de 
nitrógeno .......................................................................................... 89 
4. Análisis del dominio consenso de fosforilación de las CAMKK ......... 93 
4.1 Dominio consenso de fosforilación por CAMKKs a partir de los 
sustratos conocidos ........................................................................... 93 
4.2 Consenso de fosforilación por Ckk2 en los sustratos 
identificados. ..................................................................................... 94 
DISCUSIÓN ................................................................................................... 95 
1. Ckk2 una nueva quinasa dependiente de calcio y calmodulina 97 
2. Ckk2 y la viabilidad celular ......................................................... 98 
3. Ckk2 y el Índice de Septación ..................................................... 99 
4. Ckk2 y la deprivación de nutrientes ......................................... 101 
5. Identificación de nuevos sustratos de la quinasa Ckk2 .......... 105 
CONCLUSIONES.......................................................................................... 113 
BIBLIOGRAFÍA ............................................................................................ 117 
ANEXO ....................................................................................................... 137 
ARTÍCULOS................................................................................................. 149 
 
 
  
INTRODUCCIÓN  
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1. Calcio y Calmodulina 
El calcio es el quinto elemento más abundante en la corteza 
terrestre. Altas concentraciones intracelulares de este elemento son 
incompatibles con la vida debido a su capacidad citotóxica, pues, produce la 
precipitación de fosfatos, proteínas e incluso del ADN. Ante esta situación las 
células han desarrollado mecanismos homeostáticos para mantener las 
concentraciones de Ca2+ intracelulares alrededor de 100ηM, que significa 
unas 10 000 - 20 000 veces menos que en el medio extracelular. Parte de 
estos mecanismos comprende la habilidad de bombear iones de Ca2+ al 
espacio extracelular, capacidad ampliamente extendida entre los diferentes 
tipos celulares (Case et al. 2007); además de mecanismos para almacenarlo, 
compartimentarlo o expulsarlo (Clapham 2007). 
 
El desarrollo de mecanismos homeostáticos para regular dichas 
concentraciones intracelulares de calcio ejercieron una presión positiva, 
permitiendo a los organismos evolucionar y aprovechar este elemento 
convirtiéndolo en un medio de señalización altamente complejo y dinámico 
en todos los seres vivos (Case et al. 2007). Es así que el Ca2+ actúa como 
FIGURA 1. Principales funciones celulares dependientes del calcio. (Tomado de 
http://www.ciencia.cl/CienciaAlDia/volumen3/numero2/articulos/articulo1.html) 
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mediador intracelular cumpliendo una función de segundo mensajero en las 
células eucariotas, regulando procesos tan diversos como: el ciclo celular, el 
transporte, la motilidad, la expresión génica y el metabolismo (Figura 1). 
¿Cómo un simple ion puede regular procesos tan variados? La 
diversidad de los procesos fisiológicos que regula el Ca2+ depende de las 
oscilaciones en las concentraciones intracelulares, así como la magnitud y los 
patrones de frecuencia espacio-temporal denominados “calcium signature” 
que definen la naturaleza y la magnitud de la respuesta a la información 
codificada por el ion (Martin R. McAinsh and Jon K. Pittman 2008). 
Una modificación espacio-temporal en las concentraciones 
intracelulares de Ca2+, produce la movilización del ion uniéndose a un amplio 
rango de proteínas con diferente especificidad y afinidad. Las primeras 
proteínas denominadas tamponadoras, son las encargadas de iniciar la 
respuesta limitando la difusión del Ca2+; mientras el ion se une a otras 
proteínas con mayor afinidad. Éstas últimas son las responsables de los 
múltiples cambios bioquímicos y fisiológicos consecuentes a un incremento 
en las concentraciones intracelulares de Ca2+. La interacción con estas 
proteínas denominadas proteínas sensoras de calcio es la que define al ion 
como segundo mensajero. Las proteínas sensoras de calcio pueden estar 
presentes en el citoplasma o núcleo, o pueden estar libres o unidas a la 
membrana. Las proteínas sensoras se dividen en proteínas sensoras 
trasmisoras y proteínas sensoras de respuesta, dentro de éstas últimas 
tenemos a las quinasas dependientes de Ca2+ (CDPKs de su nombre en inglés 
Calcium Dependent Protein Kinase) que combinan una función sensora 
mediante la unión a Ca2+ y una actividad de respuesta mediante su actividad 
quinasa (Dodd et al. 2010). 
Las proteínas sensoras de Ca2+ contienen dominios de unión al ion, 
que induce un cambio en su estructura proteica. Dentro de este grupo de 
proteínas, calmodulina ha sido ampliamente estudiada. Calmodulina (CaM)  
es una de las proteínas más conservadas a lo largo de la evolución y es 
esencial para Schizosaccharomyces pombe (Takeda & Yamamoto 1987), 
aunque el número y organización de sus genes puede variar mucho entre 
especies; su estructura proteica, altamente conservada, debe ser esencial 
para la interacción con una amplia gama de proteínas. Es una proteína de 
148 aminoácidos y pesa aproximadamente 16 KDa. Su estructura molecular 
consiste en dos dominios globulares en los extremos N- y C- terminal unidos 
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por una hélice alfa flexible; cada dominio globular contiene dos sitios de 
unión a calcio denominados “helix-loop-helix o EF hand”, teniendo en total 4 
sitios de unión a Ca2+, mostrando cada uno de ellos una afinidad diferente 
por el ion. La unión Ca2+/Calmodulina es una unión reversible, e induce un 
cambio conformacional en CaM formando una estructura globular compacta 
doblando su alfa hélice central de modo que envuelve a su proteína diana; 
es así que el complejo es capaz de interaccionar con una amplia gama de 
proteínas (Figura 2). La habilidad de calmodulina para unirse al calcio e 
interactuar con sus proteínas diana la convierte en un regulador importante 
en la transducción de señales de Ca2+. 
Las proteínas de unión a calcio y calmodulina (Ca2+/CaM) pueden ser 
quinasas dependientes de Ca2+/CaM, fosfatasas dependientes de Ca2+/CaM y 
FIGURA 2. (a) Estructura del complejo Ca2+-calmodulina, dos iones de calcio se 
unen a cada dominio globular unidos por un alfa hélice (en total 4 iones) 
cambiando la conformación de la proteína. (b) Función del complejo Ca2+-
calmodulina, la región alfa hélice del complejo cambia su conformación 
(complejo activo) y envuelve el dominio de unión a calmodulina en sus 
proteínas diana. Tomada  de Becker’s World of the Cell 8th Edition. 
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proteínas que regulan elementos del citoesqueleto. En la actualidad se 
siguen realizando trabajos para encontrar nuevas dianas de calmodulina 
pues permitirán un mejor conocimiento de las vías de transducción de 
señales de Ca2+ (Shen et al. 2005). 
Las proteínas de unión a calmodulina poseen una región de 
aproximadamente 20 aminoácidos denominada motivo de unión a 
calmodulina. Existen diferentes tipos de motivo de unión a calmodulina 
(Tabla1), dentro de los cuales destacamos: el motivo de unión IQ, un 
consensus para la unión a calmodulina independiente de Ca2+ descrito en 
tipos de miosina y canales de calcio, como los canales tipo L (Zuhlke et al., 
1999). Los otros motivos son dependientes de Ca2+ y son denominados 
motivo 1-10, 1-14 y 1-16, basado en el número de aminoácidos que 
contienen, y se caracterizan por poseer residuos hidrofóbicos conservados 
en posiciones específicas (Mruk et al. 2014). 
  
TABLA 1.Motivos canónicos de unión a Calmodulina.(Mruk et al. 2014) 
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2. Familia de las Quinasas dependientes de Calcio y 
Calmodulina  
Esta familia está compuesta por un grupo de serina/treonina 
quinasas (pueden fosforilar una serina o treonina en su sustrato) 
denominadas así porque su actividad quinasa es dependiente de Ca2+ y CaM 
(CaM quinasas o CaMKs por sus siglas en inglés). La familia de las CaM 
quinasas son muy importantes para el correcto funcionamiento celular  ya 
que están implicadas en funciones tan diversas como transcripción de genes,  
supervivencia/muerte celular (apoptosis), reorganización del citoesqueleto, 
aprendizaje y memoria (Swulius & Waxham 2008). La unión del complejo 
Ca2+/CaM se puede requerir en distintos niveles, si bien algunas proteínas 
requieren del complejo para su activación y posterior actividad; otras, 
después de ser activadas muestran actividad independiente del complejo; o 
incluso requieren una modificación posterior a la unión del complejo 
Ca2+/CaM para ser completamente activas. Estas diferencias en la regulación 
permiten a un grupo relativamente reducido de proteínas manejar tal 
control sobre funciones tan distintas. 
Las CaM quinasas poseen un dominio catalítico bi-lobular seguido 
por un dominio regulador, que consta de dos dominios solapantes entre sí: 
FIGURA 3. Dominios de la familia de las quinasas dependientes de Ca2+/CaM. El 
dominio catalítico en verde, el dominio auto-inhibitorio en rojo, el dominio de 
unión a Ca
2+
/CaM en amarillo. El dominio de asociación de CaM-KII en magenta. El 
centro catalítico de la eEF-2K es muy diferente a todas las otras CaM quinasas. En 
rayas negras se encuentras las regiones no conservadas sin dominio estructural o 
funcional identificado. (Soderling & Stull 2001) 
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un dominio auto-inhibitorio y un dominio de unión al complejo Ca2+/CaM 
(Figura 3). En concentraciones basales de Ca2+, las CaM quinasas se 
encuentran en estado inactivo a través de un mecanismo auto-inhibitorio, ya 
sea inhibiendo la unión a su sustrato u ocultando el dominio catalítico de la 
enzima, de modo que la enzima no sea funcional. La información actual 
sugiere que ambos mecanismos, individualmente o en combinación, son 
utilizados para inhibir la actividad de estas proteínas (Swulius & Waxham 
2008). La unión del complejo Ca2+/CaM produce la disrupción del mecanismo 
auto-inhibitorio, liberando así el dominio catalítico de la enzima permitiendo 
la unión de ATP y sustrato simultáneamente para llevar a cabo la reacción 
catalítica. 
La familia de las quinasas dependientes de Ca2+/CaM se pueden 
dividir en dos categorías generales: las CaM quinasas restrictivas o de 
sustrato específico y las CaM quinasas multifuncionales. Las primeras, son 
quinasas que tienen un único sustrato conocido y tienden a realizar su 
función en una célula o tejido específico (CaMKIII, quinasa fosfoforilasa, y la 
quinasa de la cadena ligera de miosina). Las segundas son quinasas que 
poseen múltiples dianas y dirigen la señalización celular afectando a muchas 
otras vías, controlando así diversas funciones celulares (CAMKK, CAMKI, 
CAMKII y CAMKIV). Entre los sustratos de las CaM-quinasas existe una 
secuencia consenso RXXS/T; sin embargo, se han descrito sustratos que no 
contienen dicho consenso, y además existen cambios conformacionales que 
regulan el reconocimiento del sustrato. Algunas CaM quinasas son, a su vez, 
sustratos de otras quinasas, o de ellas mismas (debido a una auto-
fosforilación). 
2.1. CaM Quinasas Multifuncionales 
2.1.1 CaM Quinasa Quinasa (CAMKK):  
Esta proteína fue descrita independientemente por Lee & Edelman 
1994, y Tokumitsu et al. 1995, en la búsqueda por encontrar el activador de 
la CaM quinasa I y la CaM quinasa IV, respectivamente; descubrieron la 
molécula activadora y que ésta molécula compartía las mismas 
características, definiéndose así la cascada de señalización de la familia de 
las CaM quinasas (Figura 4). ¿Por qué una cascada de señalización es 
activada por el mismo complejo (Ca2+/CaM) a diferentes niveles? La 
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respuesta no es del todo clara, es presumible pensar que sea un efecto 
cinético con un mecanismo de corrección; es decir, se asegura que las 
enzimas que se encuentren corriente abajo de la vía no estén 
completamente activas, a menos que la señal por Ca2+ persista y además sea 
suficiente para activar todos los componentes de la vía (Swulius & Waxham 
2008) 
FIGURA 4. Cascada de las CaM quinasas. Los miembros de esta familia ubicados en  
el citosol regulan la supervivencia celular a través de la activación de la proteína 
quinasa B (PKB), y la transcripción de manera indirecta a través de la activación de 
las MAP quinasas. CaM quinasa IV (CAMKIV) puede fosforilar e inactivar la 
adenilato ciclasa tipo I (ACI), disminuyendo por tanto los niveles de AMPc. El 
incremento en los niveles de AMPc puede ejercer una regulación negativa de la vía 
puesto que activa PKA quien fosforila e inactiva la CaM quinasa quinasa (CAMKK). 
CAMKK y CAMKIV se encuentran también en el núcleo, donde pueden inducir la 
transcripción. Las flechas verdes indican las vías que son reguladas directamente 
por Ca2+/CaM, mientras que las flechas punteadas indican las vías independientes 
del complejo. Las flechas rojas indican los mecanismos inhibitorios (Soderling 
1999). 
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Existen dos isoformas de CAMKK, la isoforma α contiene 505 
aminoácidos y la isoforma β, que contiene 587 aminoácidos. Si bien cada 
isoforma está codificada por genes independientes, ambas proteínas 
conservan la organización en dominios al igual que las otras CaM quinasas. 
Poseen: un dominio auto-inhibitorio (AID: auto inhibitori domain) que actúa 
como pseudo- sustrato, es decir, se une al dominio catalítico y lo inactiva; un 
dominio de unión a calmodulina que se solapa parcialmente con el dominio 
AID, de modo que la unión a calcio y calmodulina rompe la asociación AID-
dominio catalítico, permitiendo la actividad quinasa. El dominio catalítico de 
las CAMKKs tiene dos características muy particulares, la primera es la 
ausencia de residuos acídicos conservados, y la segunda es una región rica 
en arginina y prolina que permite la interacción con su sustrato. La quinasa 
fosforila la treonina del bucle de activación de CAMKI, CAMKIV, la proteína 
quinasa B/Akt (PKB), la AMPK y la quinasa SAD, teniendo como resultado la 
completa activación de su actividad quinasa. 
La CAMKK se expresa mayoritariamente en el cerebro, y se ha 
observado que la isoforma α se expresa también en el timo e hígado, 
mientras que la isoforma β se expresa en muy bajos niveles en testículos, 
bazo y pulmón (Racioppi & Means 2012). A nivel celular, se encuentra tanto 
en el citoplasma como en el núcleo, siendo capaz de responder a variaciones 
en la concentración de Ca2+ tanto citosólico como nuclear. A pesar de tener 
sustratos en común, las isoformas muestran actividades diferentes, por 
ejemplo la isoforma β tiene actividad independiente de Ca2+/CaM después 
de su activación por dicho complejo (Tokumitsu et al. 2001), mientras que la 
actividad de la isoforma α es estrictamente dependiente del complejo. Esta 
diferencia en la regulación se explicaría que la CAMKKβ pueda mantener la 
respuesta cuando  la señal de Ca2+ haya finalizado. 
2.1.1.1. CAMKKβ o CAMKK2 es una proteína de 66-68 KDa en mamíferos 
(Anderson et al. 1998) cuya secuencia de cDNA muestra un 90% de 
homología entre especies aunque la región no codificante en el extremo 
3’ muestra heterogeneidad significativa; la secuencias proteica presenta 
una homología de 30-40% con los miembros de la familia. La CAMKKβ 
humana tiene secuencias consenso para muchos factores de 
transcripción que incluye a Ikaros, RUNX1 (Runt-related transcription 
factor1) y GATA1. 
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La actividad de la CAMKKβ es diferente a la de otros miembros de la 
familia pues se auto-fosforila en la T482 ubicada en el dominio auto-
inhibitorio manteniendo así una conformación parcialmente activa (en 
ausencia de su activador, el complejo Ca2+/CaM), generando una 
actividad independiente denominada actividad autónoma. La unión al 
complejo Ca2+/CaM incrementa su actividad, pero la actividad no es 
dependiente de dicha unión, por otra parte, la fosforilación en la T482 
no es el único mecanismo de inducción de la actividad autónoma, pues 
al mutar el residuo se continúa observando este tipo de actividad (35% 
del total de actividad) (Tokumitsu et al. 2011). Se ha descrito que el 
extremo N-terminal de la proteína jugaría un rol importante en la 
generación de la actividad autónoma (Tokumitsu et al. 2001), pues es 
necesaria para la auto-fosforilación de la T482, así como para 
incrementar la actividad autónoma. Las proteínas GSK3 y CDK5 son las 
responsables de la fosforilación en la región N-terminal, 
específicamente en los residuos: S129, S133 y S137. También se han 
descrito otros sitios de fosforilación por PKA (Figura 5).Las proteínas 
diana de la CAMKKβ son CAMKI, CAMK IV y AMPK, las cuales requieren 
la unión del complejo Ca2+/CaM a CAMKK para ser fosforilados. 
 
2.1.2 CAMKI 
Es una proteína de la vía de las CaM quinasas que requiere para su 
activación tanto la fosforilación por la quinasa upstream de la vía (CAMKK) 
FIGURA 5. Estructura de CAMKK2 (CAMKKβ). Los extremos N y C terminal de la 
proteína, en azul y verde, respectivamente. En rojo el dominio catalítico de la 
proteína, y en gris el dominio auto-inhibitorio que se solapa con el dominio de 
unión a Ca2+/CaM. Además se presentan los sitios de fosforilación actualmente 
descritos (Racioppi & Means 2012). 
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como de la unión al complejo Ca2+/CaM. Es una proteína ubicua, 
monomérica de aproximadamente 42 kDa y presenta cuatro isoformas: la 
isoforma α, β1, β2 y γ. Presenta la estructura característica de las CaM 
quinasas; en el extremo N-terminal se encuentra el dominio de unión a ATP 
y sustrato, y en el extremo C-terminal se encuentra el dominio regulatorio 
que incluye el dominio de unión a calmodulina. La unión de Ca2+/CaM es 
necesaria para exponer la T177 permitiendo la fosforilación por la quinasa 
upstream (CAMKK), para ser completamente activa. La actividad de CAMKI 
es totalmente dependiente de Ca2+/CaM y al disminuir los niveles de Ca2+ 
disminuye también la actividad de CAMKI. 
2.1.3 CAMKIV  
Es otra quinasa de la vía y presenta dos isoformas (α y β) que están 
codificadas por un único gen. La isoforma α se encuentra en tejido neuronal, 
células T, y testículos; mientras que la isoforma β se expresa 
diferencialmente en el desarrollo de las células granulares del cerebro. 
CAMKIV se encuentra tanto en el citoplasma como en el núcleo, donde 
regula la transcripción dependiente de calcio de factores de transcripción, 
como por ejemplo CREB. Para su activación requiere primero la unión del 
complejo Ca2+/CaM, que expone la T196 permitiendo su fosforilación por la 
CAMKK. A diferencia de CAMKI, una vez fosforilada se auto-fosforila en el 
extremo N-terminal, lo que le permite ser completamente activa e 
independientemente del complejo Ca2+/CaM (Soderling & Stull 2001). Una 
modificación adicional es la auto-fosforilación de la S332 del dominio de 
unión a calmodulina que previene la unión de otro complejo Ca2+/CaM 
(Swulius & Waxham 2008). 
2.1.4 CAMKII  
No es un componente de la vía CAMKK – CAMKI/CAMKIV; sin 
embargo juega un papel muy importante en la transducción de señales 
debido a modificaciones en el calcio intracelular. La unión del complejo 
Ca2+/CaM rompe la unión del dominio auto-inhibitorio, permitiendo la 
fosforilación de la T286 (isoforma α), adquiriendo actividad independiente 
de Ca2+/CaM. La inactivación también depende de la fosforilación y se da en 
la T305 que interfiere en la afinidad por el complejo Ca2+/CaM; reduciendo la 
actividad quinasa. 
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2.2. Importancia de la Familia de las CaM quinasas  
Debido a su carácter multifuncional esta familia de quinasas se 
encuentra implicada en una gran diversidad de procesos de los cuales 
probablemente sólo se conocen unos cuantos. La cascada CAMKK/CAMKI,  
por ejemplo, está implicada en la remodelación del citoesqueleto asociado a 
la formación de la memoria (Racioppi & Means 2012). Por otra parte, la vía 
CAMKK2/CAMKIV/CREB es necesaria para la regulación del desarrollo del 
cerebelo (Ribar et al. 2000; Kokubo et al. 2009). 
 
CAMKII CAMKIV CAMKI CAMKK 
Estructura Oligomérica Monomérica Monomérica Monomérica 
Distribución Ubicua 
Cerebro, piel, timo, 
linfocitos T, 
médula, testículos 
y ovarios 
Ubicua 
Tejidos 
neuronales, timo, 
testículos y bazo. 
Activación Unión a 
Ca2+/CaM 
Unión a Ca2+/CaM, 
fosforilación 
Unión a 
Ca2+/CaM, 
fosforilación. 
Unión a 
Ca2+/CaM,  
auto-fosforilación, 
Regulación 
Auto-
fosforilación 
Fosforilación por 
CAMKK. 
Fosforilación por 
CAMKK 
Fosforilación 
(inhibitoria) 
Sustratos 
Tirosina 
hidroxilasa,  
Glur1, MAP2 
CBP, CREB, SRF, 
HDAC4, MEF2D. 
Sinapsina, CFTR; 
CREB: 
CAMKI, CAMKIV, 
PKB, AMPK. 
Actividad 
autónoma 
Sí Sí Nunca Sí (isoforma β) 
Secuencia 
consensus de 
reconocimiento 
en el sustrato 
ɸ-X-R-NB-X-
S/T 
ɸ-X-R-X-X-X-S/T 
ɸ-X-R-X-X-X-S/T-X-
X-X-X-ɸ 
Región rica en RP 
para el 
reconocimiento 
de sus sustratos 
Mecanismo de 
inhibición 
Defosforilación 
por PP1, PP2A, 
PP2C y CaMK 
fosftasa 
Defosforilación por 
PP1, PP2A, PP2B, 
PP2C  y CaMK  
fosftasa 
Defosforilación 
por PP2A y CaMK  
fosftasa 
Fosforilación por 
GSK3, CDK5 y PKA, 
Tabla 2. Características de las CAMKs multifuncionales (Swulius & Waxham 2008; 
Soderling & Stull 2001; Skelding et al. 2011; White et al. 1998) 
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CAMKK2 y el complejo que forma con la AMPK-Ca2+/CaM dan lugar a  
una vía de señalización que media la homeostasis energética. Por otra parte, 
la cascada CAMKK2/CAMKI regula la fosforilación de HDAC5 y a su vez la de-
represión de los genes cuyas proteínas son necesarias para la 
gluconeogénesis (Anderson et al. 2012). Además, la CAMKK2 cumple un rol 
en la adipogénesis y el metabolismo de la glucosa en el hígado; en estudios 
realizados, se ha encontrado que la diferenciación de los adipocitos se 
correlaciona negativamente con la expresión de CAMKK2 y AMPK (Lin et al. 
2011). De igual manera que en los adipocitos, la expresión de CAMKK2 se 
correlaciona negativamente con la progresión de la diferenciación de los 
progenitores mieloides en granulocitos maduros. 
CAMKK2/CAMKI también están implicadas en el control del 
remodelamiento del citoesqueleto y los cambios morfológicos inducidos por 
estímulos externos. Ambas forman un complejo con las proteínas GIT, una 
proteína activadora de GTPasa; PIX β, una Rho GTPasa, que recluta y activa  a 
RAC1 y consecuentemente a PAK1, quien fosforila a sus múltiples dianas 
modulando el citoesqueleto; de hecho PAK1 fosforila a MLC, quien induce 
cambios en la polimerización de la actina (Ciani & Salinas 2008; Saneyoshi et 
al. 2008). 
Los niveles de CAMKK2 están incrementados en células de cáncer de 
próstata y dicha expresión es dependiente de andrógeno. El receptor de 
andrógeno (AR) induce la expresión de CAMKK2 a través de un “androgen 
responsive element” en su promotor, y a su vez CAMKK2 regula 
positivamente la transcripción del RA estableciéndose una retroalimentación 
positiva entre ambas proteínas. De modo que el RA es capaz de regular el 
ciclo celular y crecimiento de las células cancerígenas de próstata (Karacosta 
et al. 2012). 
Otro estudio sugiere que CAMKIV regula negativamente la 
degradación de mTOR mediada por ubiquitina; y además regula la expresión 
basal del complejo TORC1 aumentando la autofagia mediada por 
lipopolisacaridos y sepsis en macrófagos y células del riñón, pues activa 
mecanismos cito-protectores (Zhang et al. 2014). 
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3. Schizosaccharomyces pombe como modelo celular 
Schizosaccharomyces pombe es una levadura de fisión ampliamente 
utilizada en el estudio de los mecanismos básicos conservados, a lo largo de 
la evolución. Este microorganismo fue aislado de una cerveza del este 
africano y fue desarrollado como modelo celular en los años 50 por dos 
investigadores de manera independiente. El fisiólogo Murdoch Mitchinson 
quien, interesado en estudiar el mecanismo por el cual la célula primero 
debe crecer para luego dividirse, empleó la levadura de fisión que debido a 
su forma cilíndrica facilitaba la metodología dado su crecimiento 
exclusivamente longitudinal. Por otra parte, Urs Leopold buscaba un 
organismo eucariótico “simple” en el que pudiera estudiar los mecanismos 
básicos de la genética. Para poder realizar sus estudios Urs edificó la 
infraestructura genética de este nuevo organismo modelo: caracterizando 
los diferentes tipos de apareamientos, estableciendo las condiciones para 
realizar cruces genéticos y aislando mutantes. En los años 70 Paul Nurse, 
usando las herramientas de Murdoch y Urs, convirtió la levadura de fisión en 
un modelo de referencia. Paul Nurse recibió el Premio Nobel en 2001 gracias 
a la caracterización de las quinasas dependientes de ciclina como actores 
clave en la regulación del ciclo celular. El año siguiente 2002, se concluyó la 
secuenciación del genoma de S. pombe siendo el sexto organismo cuyo 
genoma ha sido totalmente secuenciado. 
S. pombe es un buen modelo celular pues al ser unicelular,  no 
representa la complejidad de otros modelos celulares, además puede ser 
manipulado genéticamente con facilidad y crece en condiciones de 
laboratorio. Muchos de los genes que se encuentran en la levadura de fisión 
se han encontrado incluso en el genoma humano, además la rapidez del 
ciclo celular lo convierte en una herramienta versátil. Las respuestas a estrés 
medioambiental, la regulación del ciclo celular fueron el inicio de S. pombe 
como modelo celular; pero después de la secuenciación del genoma se ha 
observado la gran riqueza de este organismo como modelo celular, pues 
posee regiones genómicas conservadas y características que comprenden: 
proteínas heterocromáticas, origen de replicación largos, largas secuencias 
centroméricas, mecanismos de control (checkpoints), funciones teloméricas, 
procesamiento del RNAm (splicing) y muchos otros procesos celulares. 
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4. CaM quinasas en Schizosaccharomyces Pombe 
En S. pombe se han identificado 5 quinasas con homología de 
secuencia a las quinasas dependientes de Ca2+/CaM: Cmk1, Cmk2, Srk1, Ssp1 
y Ckk2. Se ha demostrado la funcionalidad de esta familia de quinasas en S. 
pombe al observar un arresto en el ciclo celular al sobre-expresar un 
mutante constitutivamente activo de CAMKII humana en la levadura, 
demostrando que ésta es capaz de reconocer sus sustratos en S. pombe 
(Rasmussen & Rasmussen 1994). 
4.1 Ssp1  
Es la primera CAMKK descrita en S. pombe (Hanyu et al. 2009), fue 
identificada por su rol en el ciclo celular y la respuesta a estrés a través del 
control de la disposición de los monómeros de actina (Matsusaka et al. 
1995). Ssp1 es importante en la adaptación a estrés osmótico (Rupes et al. 
1999) y además es necesaria para la viabilidad celular en condiciones de 
deprivación de glucosa. Posee un dominio de unión a calmodulina (putativo) 
y se une a las proteínas 14-3-3, tal como lo hacen las CAMKs de mamíferos 
(Hanyu et al. 2009; Saitoh et al. 2014; Freitag et al. 2014). También está 
implicada en la diferenciación sexual en S. pombe y es necesaria para la 
fosforilación de Ssp2, la AMPK en la levadura de fisión, tal y como lo hace su 
ortóloga la CAMKK (Valbuena & Moreno 2012). Recientemente se la ha 
descrito como un regulador de la coordinación del crecimiento y división 
celular a través de la fosforilación de Cdr2 (quinasa que fosforila e inhibe a 
Wee1)(Deng et al. 2014). En nuestro grupo acabamos de describir Ssp1 
como sensora de la polarización de actina y la regulación de la mitosis a 
través de Srk1 (Gómez-Hierro et al. 2015). 
4.2 Cmk1  
Es homóloga a la CAMKI de mamíferos con un 40% de homología de 
secuencia, incluyendo la T192, que es un residuo conservado diana de 
fosforilación para la CAMKK. Además muestra actividad estrictamente 
dependiente Ca2+/CaM, así como su homóloga en mamíferos CAMKI 
(Rasmussen 2000). Recientemente en nuestro laboratorio se ha descrito la 
vía de la CAMKK-CMKI presente en S. pombe, compuesta por Cmk1 y la 
nueva CAMKK hasta ahora denominada Ppk34 (Ckk2)(Cisneros-Barroso et al. 
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2014). La expresión de Cmk1 es dependiente del factor de transcripción 
Prz1, que se activa para regular la señalización por Ca2+(Hirayama et al. 
2003). La activación de Prz1 se lleva cabo por la fosfatasa dependiente de 
Ca2+/CaM, Ppb1 (calcineurina en mamíferos). Es así que cuando los niveles 
de Ca2+ intracelular aumentan, Ppb1 de-fosforila a Prz1 y activa la 
transcripción de Cmk1, ésta es fosforilada por Ckk2 para ser completamente 
activa; de modo que puede re-fosforilar a Prz1, constituyendo una 
retroalimentación negativa de la vía (Cisneros-Barroso et al. 2014) (Figura 6). 
4.3 Cmk2  
La proteína Cmk2 presenta homología con la familia de las CAMKs, 
sin embargo su estructura proteica está más relacionada con las CAMKs de 
S. cerevisae RCK1 y RCK2. Cmk2 no es una proteína esencial (Alemany et al. 
2002); además la sobre-expresión de Cmk2 induce un bloqueo en la fase G2 
del ciclo, dependiente de Cdc2. Se ha descrito que la ausencia de cmk2 
proporciona sensibilidad a estrés oxidativo, y que es específico de la quinasa.  
También se demostró que la quinasa se fosforila y activa a través de la MAPK 
Sty en respuesta a estrés oxidativo (Sánchez-Piris et al. 2002). Estudios 
recientes de nuestro grupo indican que Cmk2 es esencial a estrés oxidativo 
por arsenito o cadmio. 
FIGURA 6. Modelo de la regulación del factor de transcripción Prz1 por el eje 
Ckk2-Cmk1 en S. pombe (Cisneros-Barroso et al. 2014) 
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4.4 Srk1  
Fue descrita por primera vez en un cribado para identificar proteínas 
implicadas en la regulación por estrés, de la vía de Sty1 (sty regulated kinase 
1). Está descrito que Sty1 la regula tanto transcripcional como post- 
traduccionalmente (Smith et al. 2002; López-Avilés et al. 2005). Srk1 regula 
la transición G2/M a través de la fosforilación e inhibición de la fosfatasa 
Cdc25 (López-Avilés et al. 2005). Srk1 es fosforilada y activada por la MAPK 
Sty; al igual que Cmk2 y, RCK1 y RCK2 quinasas ortólogas de S. cerevisiae, por 
lo que también se las denomina MAPKAPs quinasa (mitogen activativated 
protein kinase activated protein). 
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5. CaM quinasas en Saccharomyces cerevisae 
En Saccharomyces cerevisae están descritas dos quinasas 
pertenecientes a la familia de las CaM quinasas, denominadas Cmk1 y Cmk2, 
cuya actividad está regulada por calmodulina (Ohya et al. 1991; Pausch et al. 
1991). Presentan un 90% de homología entre ellas. CMK2 es el resultado de 
la duplicación del gen de CMK1. La quinasa Cmk1 presenta un 40% de 
homología con la CAMKII de rata en el dominio catalítico (Ohya et al. 1991). 
Se ha descrito una tercera quinasa perteneciente a esta familia denominada 
Cmk3. Cmk3, posee cierta homología de secuencia con las quinasas 
dependientes de Ca2+/CaM, pero no se ha observado su unión a CaM y 
tampoco que su actividad esté regulada por Ca2+ (Melcher & Thorner 1996). 
Cmk1 y Cmk2 son homólogas a la CAMKII de mamíferos, y además presentan 
algunas características bioquímicas similares. Cmk2 es capaz de auto-
fosforilarse y adquirir actividad independiente de Ca2+/CaM tal como lo hace 
su homóloga la CAMKII. Cmk1 por el contrario, no posee actividad 
independiente de Ca2+/CaM (Pausch et al. 1991). Estas proteínas están 
implicadas en la señalización de respuesta a determinados estreses, y no son 
vitales para el crecimiento; incluso el doble mutante CMK1 CMK2 es viable; 
se entiende que existen otras proteínas encargadas de sustituir la función de 
estas quinasas in vivo (Ohya et al. 1991). 
Existen otras dos quinasas, Rck1 y Rck2, en S. cerevisae incluidas 
dentro de la familia de las CaM quinasas debido a la homología de 
secuencia, pero no presentan actividad dependiente de Ca2+/CaM. Dado que 
el mutante ΔRCK1 ΔRCK2 ΔCMK1 ΔCMK2  es viable se concluyó que estas 
quinasas no constituyen una única familia de quinasas y que además no 
comparten funciones al menos durante el crecimiento vegetativo (Melcher 
& Thorner 1996). Por otra parte se encontró que las quinasas Rck1 y Rck2 
poseen un dominio de unión a las MAPK, conformando por tanto la familia 
de las MAPKAP quinasas en S. cerevisae (Bilsland et al. 2004). Rck1 y Rck2 
son sustratos de la MAPK Hog1 y son necesarias para la viabilidad celular en 
respuesta al estrés oxidativo (Bilsland et al. 2004). Rck2 ha sido implicada en 
la modulación de la síntesis proteica mediante la fosforilación del factor Ef-2 
(Teige et al. 2001). 
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Los apartados 6 y 7 no están relacionados con el tema de las CAM 
quinasas pero hemos considerado incluirlos dada su relevancia en el 
desarrollo de esta tesis 
6. Deprivación de nutrientes: Nitrógeno y Glucosa. 
6.1 Deprivación de Nitrógeno  
La deprivación de nitrógeno en S. pombe induce dos tipos de 
respuesta en la levadura, por una parte produce un arresto en la fase G1 del 
ciclo celular, y por otra la entrada en meiosis; ésta última dependerá de si 
existe en el medio una célula del sexo opuesto. Las células pueden reiniciar 
el ciclo proliferativo después de 4 horas en deprivación por nitrógeno si la 
fuente de nitrógeno es reestablecida. Si la deprivación por nitrógeno se 
prolonga, las células entran en un estado de latencia denominado G0 (Su et 
al. 1996) (Figura 7), cambiando totalmente sus características con respecto a 
aquellas en el estado G1. Las células en G0 poseen características muy 
FIGURA 7. Tres diferentes estados en el ciclo de Schizosaccharomyces pombe. Las 
células heterotálicas deprivadas por nitrógeno entran en un estado G1 no 
comprometido, a partir del cual pueden entrar en dos procesos diferentes, según 
las condiciones del medio, si existe una célula del sexo opuesto entraran en meiosis 
y si no es el caso, entrarán en un estado de latencia denominado G0.  Si  se re-
establece la fuente de nitrógeno las células volverán a entrar al ciclo vegetativo. (Su 
et al. 1996) 
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particulares como: pérdida de polaridad, reducción del tamaño celular, 
condensación de la cromatina, y formación de vacuolas y estructuras 
lipídicas  en el citoplasma. 
Inmediatamente después de ser transferidas al medio deficiente de 
nitrógeno, las células detienen su crecimiento y se produce un aumento en 
el índice de septación (indicando un retraso en la citocinesis); hasta alcanzar 
un 20%, pero en seguida se reestablece hasta alcanzar un 0% a las 24 horas 
aproximadamente; cuando se establece el estado de latencia G0 (Sajiki et al. 
2013). La parada de la división celular va acompañada de la reducción en el 
tamaño celular, el cual, es evidente a partir de las 6 horas; cuando alcanzan 
un tamaño de 6.4 µm (siendo la media de 10.5 µm en medio rico), mientras 
que a las 24 h de deprivación la longitud es de 5.8 µm (Su et al. 1996), 
permaneciendo el número de células constante. La acumulación de Rum1, la 
proteína inhibidora del complejo ciclina-CDK, está relacionada a un normal 
arresto en G1 (Daga et al. 2003). 
Recientes estudios demuestran que la vía de señalización de AMPc-
Pka1 juega un rol importante en la activación de los genes inducidos en 
deprivación por nitrógeno; así como la represión de dichos genes en 
condiciones ricas en nitrógeno (Liu et al. 2015). 
La respuesta a las condiciones de deprivación de nitrógeno está 
siendo ampliamente estudiada porque activa la respuesta de Tor. Tor es una 
quinasa que pertenece a la familia de las PIKK (PI3K-related) y forma parte 
de un complejo altamente conservado (Sabatini et al. 1994; Jacinto & 
Lorberg 2008); característica que ha permitido estudiar los mecanismos que 
regulan la actividad del complejo en modelos celulares más simples como S. 
pombe (Figura 8). mTOR (mamalian target  of rapamycin) es un regulador 
clave del metabolismo y crecimiento celular integrando señales de 
disponibilidad de nutrientes y factores de crecimiento (Kim et al. 2002). En la 
célula mTOR se encuentra formando dos complejos diferentes denominados 
mTORC1 y mTORC2 (Hara et al. 2002; Pearce et al. 2007). mTORC1 es 
sensible a rapamicina y contiene además una subunidad reguladora 
denominada RAPTOR ("regulatory-associated protein of mTOR") que regula 
entre otros procesos, la síntesis de lípidos y proteínas, la progresión del ciclo 
celular el metabolismo y la autofagia (Kazyken et al. 2014; Bracho-Valdés et 
al. 2011).  
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mTORC2, insensible a rapamicina y compuesto además por RICTOR, 
es un importante regulador del citoesqueleto de actina (Jacinto et al. 
2004).mTORC1 es activada por la GTPasa Rheb; el heterodímero TSC1-TSC2 
favorece la unión GDP-Rheb inhibiendo la GTPasa y por tanto inhibiendo la 
activación del complejo mTORC1. TSC1/TSC2 son diana de muchas vías de 
a
b
FIGURA 8. Señalización de los complejos de TOR. (a) En presencia de señales de 
crecimiento como nutrientes y factores de crecimiento mTOR activa sus 
proteínas diana (AGC quinasas). (b) Señalización de los complejos TORC1 y 
TORC2 en Schizosaccharomyces pombe. Los componentes del complejo mTOR 
conservados están en verde oscuro, mientras que las proteínas que interactúan 
con el complejo, no conservadas se encuentran en verde claro. (Jacinto & 
Lorberg 2008) 
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señalización, incluso del mismo complejo mTORC1, y la vía de las MAPK. El 
80% de los canceres humanos muestra una señalización aberrante de mTOR 
(Menon & Manning 2008; Perl 2015), y además estos complejos están 
implicados en diversos procesos celulares (Perl 2015), de allí el gran interés 
por desvelar cuales son los mecanismos por los cuales se regulan estos 
complejos. 
La levadura de fisión S. pombe posee también dos complejos 
denominados TORC1 y TORC2, pero a diferencia de organismos superiores 
cada complejo posee dos subunidades catalíticas diferentes Tor2, forma 
parte del complejo TORC1, y Tor1 del complejo TORC2 (Weisman 2010).  
Resulta interesante que una mutación en un componente del 
complejo TORC1, tor2ts o la depleción del gen, simula la respuesta a 
deprivación por nitrógeno (Uritani et al. 2006; Weisman et al. 2007); esto 
indicaría que la actividad de Tor2 disminuye durante la respuesta a 
deprivación de nitrógeno, permitiendo el cese de la división celular y el 
consecuente arresto del ciclo celular en G1, así como la división de la célula a 
un menor tamaño. En conclusión, Tor2 tiene una actividad dual como 
regulador positivo del crecimiento y regulador negativo de las respuestas a 
deprivación (Figura 9). Por otra parte, el componente Tor1 del complejo 
FIGURA 9. Modelo esquemático del modo de acción de TORC1, TORC2 y 
rapamicina en Schizosaccharomyces pombe. Modificado de (Weisman 2010) 
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TORC2 es necesario para la respuesta a deprivación por nutrientes, la 
supervivencia bajo condiciones de estrés, y además es parte de la respuesta 
por daño al ADN y el mantenimiento de la longitud de los telómeros. A pesar 
de ser un gen no esencial, resulta esencial en condiciones de estrés 
(Weisman 2010). 
 Cuando hay disponibilidad de nitrógeno en el medio, la proteína 
activadora de TORC1, Rhb1, activa el complejo y permite el crecimiento en 
condiciones ricas de nitrógeno. Por el contrario, cuando las condiciones del 
medio cambian y se produce un estrés por nitrógeno (deficiencia en el 
medio), se activa Ssp2, la AMPK de S. pombe; que fosforila al complejo 
Tsc1/Tsc2 activando su función inhibidora sobre Rhb1 y como consecuencia 
inhibiendo TORC1 (Davie et al. 2015). 
6.2 Deprivación de Glucosa 
 La glucosa es la fuente de carbono preferida de la mayor parte de 
tipos celulares. El principal sensor de glucosa en el medio en S. pombe es la 
vía de AMPc/PKA (Figura 10). PKA es el complejo dependiente de AMPc 
conformado por la subunidad catalítica Pka1 y la subunidad reguladora Cgs1 
en S. pombe (Gupta et al. 2011). Cuando hay disponibilidad de glucosa en el 
FIGURA 10. 
Activación de PKA, 
principal sensor de 
glucosa por la vía 
de AMPc. 
Glucosa
Git3
Gpa2
Gpb1
Git11
Cyr1
AMPc
Pka1
Rst2
ste11
Genes de Mating
Mei2 Ste6
FBP1 
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medio, se activa Git3 una proteína G, que activa la proteína Gpa2 quien 
conforma un complejo heterotrimérico con las proteínas Git5 y Git11; 
permitiendo así la unión de GTP y, la interacción y activación de la adenilato 
ciclasa Cyr1. Cyr1 promueve un incremento transitorio de AMPc que tiene 
como consecuencia la activación de PKA. Pka1, se dirige al núcleo donde 
reprime la activación de genes implicados en la respuesta de deprivación por 
nutrientes y de diferenciación sexual (ste11, rst2, fbp1). 
 Cuando los niveles de glucosa en el medio disminuyen, hay una 
consecuente disminución en la actividad de PKA (Mudge et al. 2014). Pka1, 
que se encontraba en el núcleo, es exportada al citoplasma como 
consecuencia de la interacción con el regulador Cgs1 y su posterior 
fosforilación (Gupta et al. 2011). 
La CAMKK Ssp1 y el inhibidor de fosfatasas Sds23 han sido descritos 
como esenciales para el crecimiento en bajos niveles de glucosa (Hanyu et 
al. 2009). Inmediatamente después del cambio a un medio bajo en glucosa, 
se observa una inhibición del ciclo celular durante las 2 primeras horas, 
después de las cuales se reactiva el ciclo celular (Saitoh & Yanagida 2014). 
Esto podría indicar que existe algún tipo de mecanismo o checkpoint 
responsable de dicho arresto, donde la CAMKK Ssp1 podría estar implicada 
ya sea como sensor o ejecutor, y también su efector Ssp2, puesto que Ssp2 
se desplaza al núcleo ya sea durante deprivación por glucosa como por 
nitrógeno para inducir la acumulación del factor de transcripción Ste11 
(Valbuena & Moreno 2012). 
Otra proteína recientemente descrita, cuya deleción es esencial en 
bajas concentraciones de glucosa, es el transportador de glucosa Ght5 
(Saitoh et al. 2014; Saitoh & Yanagida 2014). La expresión de éste 
transportador es dependiente del represor transcripcional Scr1. En 
condiciones ricas de glucosa el represor se encuentra en el núcleo, y en 
condiciones bajas de glucosa este factor es exportado al citoplasma; este 
proceso estaría mediada por Ssp1 y el inhibidor Sds23, aunque el mecanismo 
no está del todo definido (Figura 11). Una vez la expresión del gen del 
transportador Ght5 es activa, el complejo TORC2, su efector Gad8 y la 
quinasa Ksg1 serían los responsables de su desplazamiento y acumulación en 
la membrana plasmática. 
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Otra vía implicada en la respuesta a glucosa es la vía de la MAPK 
(Mitogen Activated Protein Kinase) Pmk1, pues se activa por deprivación de 
glucosa. La GTPasa Rho2 activa a Pck2 quien a su vez activa a Pmk1. La vía de 
Pmk1 podría inhibir la activación del complejo TORC2 y su efector Gad8, 
pues se observa una reducción en sus niveles de fosforilación, como 
contraparte de la activación por PKA (Cohen et al. 2014) (Figura 12). La 
activación de TORC2 mediada por PKA, ha sido discutida (Hatano et al. 2015) 
pues Gad8 se observa activo/fosforilado en cualquiera de los mutantes de la 
vía de PKA y por tanto no sería activado a través de PKA. 
FIGURA 11. Respuesta de la deprivación por Glucosa y vías de señalización 
implicadas(Saitoh et al. 2014). 
FIGURA 12. Regulación del complejo TORC2 por la vía de 
MAPK/Pmk1. (Cohen et al. 2014) 
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7. Modificaciones pos-traduccionales: sumoilación. 
Las modificaciones pos- traduccionales son el mecanismo por el cual 
la célula regula el destino de una proteína, una misma modificación puede 
significar un destino diferente, las fosforilaciones son un ejemplo de ello. 
Una fosforilación puede activar la función de una proteína o por el contrario 
la puede inhibir. Las modificaciones pos-traduccionales ocurren mediante 
cambios químicos de los aminoácidos que constituyen una proteína y 
pueden ser de muchos tipos. Se pueden dividir en dos grupos, aquellas que 
agregan grupos funcionales, tales como: acetilación, fosforilación, 
hidroxilación, glicosilasión, sulfonilación, prenilación, nitrosilación y 
nitración. Y modificaciones que enlazan proteínas como: la sumoilación y la 
ubiquitinación; por las cuales se enlaza sumo y ubiquitina a una proteína 
diana, respectivamente. 
SUMO (por las siglas de su nombre en inglés small ubiquitin-related 
modifier) es una pequeña proteína semejante a ubiquitina que está 
implicada en muchos aspectos de la función celular, incluyendo 
mantenimiento de la estructura de la cromatina, reparación y 
recombinación del ADN, ciclo celular, transcripción, procesamiento del ARN, 
transporte núcleo/citoplasmático, y vías de señalización. A nivel molecular, 
SUMO cambia la superficie de la proteína diana, afectando la interacción con 
otras proteínas, su localización o actividad. En eucariotas superiores se han 
descrito 4 isoformas (SUMO-1, -2, -3 y -4); mientras que en eucariotas 
inferiores como Drosophila sólo existe una isoforma (Wang & Dasso 2009). 
Se ha descrito hasta el momento un ortólogo de SUMO en S. pombe Pmt3, 
que está implicado en procesos como segregación cromosómica y 
mantenimiento de la longitud de los telómeros; a diferencia de su ortólogo 
en S. cerevisae, pmt3, no es esencial (Tanaka et al. 1999). 
El proceso de sumoilación es semejante al de ubiquitinación (Figura 
13). Sumo se produce como un precursor que es procesado por proteasas 
específicas (Ulp’s) hasta alcanzar la forma madura. La forma madura es 
activada por enzimas activadoras de sumo (E1, Aos1/Uba2, Rad31/Fub2), 
seguidamente sumo es transferido a una enzima conjugadora de sumo (E2, 
Ubc9, Hus5). Desde aquí sumo puede ser conjugado a la proteína diana 
directamente o a través de unas proteínas denominadas sumo ligasas 
(SENP’s, PIAS’s, Pli19). La enzima conjugadora de sumo puede reconocer el 
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motivo Ψ-K-X-[D/E] (donde Ψ es un residuo alifático y X es cualquier residuo) 
y conjugar directamente el sumo. Por otra parte, algunas proteínas diana de 
sumo contienen el motivo de interacción con sumo (SIM) y promueven su 
propia conjugación (Wang & Dasso 2009). De acuerdo a la secuencia 
consenso del SIM se han redefinido hasta el momento tres tipos diferentes: 
SIMa, es el mejor caracterizado y consiste en cuatro residuos hidrofóbicos 
[I/V]X[I/V] [I/V] seguido por un grupo de residuos cargados negativamente.  
SIMr es muy parecido al anterior pero contiene un grupo de residuos ácidos 
que lo preceden. SIMb es el mejor conservado y la mayoría se adhieren a 
este tipo de secuencia VIDLT (Miteva et al. 2010). 
 
FIGURA 13.  Pasos principales del proceso de sumoilación. Componentes de la 
vía de Sumo entre especies. (Wang & Dasso 2009) 
ANTECEDENTES 
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1. Estudio y Caracterización de la quinasa Cmk1 en 
Schizosaccharomyces pombe 
La investigación del grupo se ha centrado en los últimos años en 
estudiar la familia de las CaM quinasas en S. pombe. El trabajo más reciente 
se enfocó en encontrar la quinasa que regulara y/o activara a la quinasa 
Cmk1, así como describir la vía de señalización en la que estuviera implicada. 
Como primer resultado se observó que el mutante delecionado para cmk1 
era viable a altas concentraciones de calcio (75 mM) (Figura 14). 
También se observó que la expresión de una forma fosforilada de 
Cmk1 aumentaba en respuesta a Ca2+ (Figura 15A). El aumento de expresión 
era a nivel transcripcional y este aumento se relacionó con el factor de 
transcripción Prz1. Los niveles de RNAm no aumentaban en el mutante con 
el gen prz1 delecionado (Figura 15B y 15C). Por tanto Prz1 era el encargado 
de activar la transcripción de cmk1 en respuesta a estrés por Ca2+. 
Prz1 es un factor de transcripción que en condiciones normales se 
encuentra fosforilado e inactivo en el citoplasma. En respuesta a un 
incremento de Ca2+, se forma el complejo Ca2+/CaM que activa a la fosfatasa 
calcineurina, la cual defosforila y activa al factor de transcripción Prz1. Prz1 
una vez activo, se traslada al núcleo e inicia la transcripción de sus genes 
diana (Hirayama et al. 2003), entre ellos cmk1 (Cisneros-Barroso et al. 2014). 
FIGURA  14.  Viabilidad del mutante Δcmk1 a altas concentraciones de 
Ca2+. 
YES Ca 25 mM
Ca 50 mM
wt
Δcmk1
Ca 75 mM
wt
Δ cmk1
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En otros sistemas como en Saccharomyces cerevisae o eucariotas 
superiores el factor de transcripción homólogo a Prz1 (CRZ1 y NFAT) es re-
fosforilado por quinasas como caseína quinasa (CK1, Hhr25), PKA, la CDK 
Pho85, GSK3, la quinasa DYRK, la MAPK p38 y JNK. De modo que el factor de 
transcripción es rápidamente exportado al citoplasma y así la expresión 
dependiente de calcineurina cesa. En el grupo se encontró que Cmk1 es la 
responsable de re-fosforilar e inactivar Prz1 en respuesta a Ca2+ (Cisneros-
Barroso et al. 2014). 
 
Otro objetivo del proyecto era encontrar la quinasa responsable de 
fosforilar y activar a Cmk1. En mamíferos la CAMKI es fosforilada por la 
CAMKK2 en la T177 para alcanzar su total activación. Por homología de 
secuencia se había identificado una treonina en la posición 192 de Cmk1 en 
S. pombe, la cual al mutarla a ácido aspártico (mimético de fosforilación) 
provocaba un aumento de la actividad unas 15 veces (Rasmussen 2000). 
Esto reforzaba la teoría de la existencia de una quinasa upstream de Cmk1, 
es decir una CaM quinasa quinasa. Hasta ese momento solo se había 
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FIGURA 15. La transcripción de Cmk1 está regulada por el factor de 
transcripción Prz1 en respuesta a Ca
2+
. (a) Expresión de Cmk1 en estrés por 
Ca2+ (100mM). (b) Incremento en los niveles de mRNA de Cmk1 en respuesta 
a Ca2+.  (c) Niveles de mRNA de Cmk1 en células wt y el mutante delecionado 
para prz1. 
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descrito una quinasa en S. pombe ortóloga de la CaMKK, la quinasa Ssp1 
(Hanyu et al. 2009). Por  tanto era presumible pensar que Ssp1 fuese la 
responsable de fosforilar a Cmk1. Se realizaron ensayos de viabilidad a estrés 
por Ca2+ y se observó que el mutante delecionado para ssp1 no compartía la 
alta viabilidad que presenta el mutante Δcmk1 (Figura 16B). Además al 
analizar los niveles de fosforilación de Cmk1 se vió que Cmk1 seguía 
fosforilándose en la cepa Δssp1, indicando que Ssp1 no era la quinasa 
responsable de fosforilar a Cmk1 en respuesta a Ca2+ (Figura 16A). 
Analizando con detalle el genoma de S. pombe se encontró una 
secuencia SPC1919.01, que así como Ssp1 presentaba un alto grado de 
homología a la CaMKK de mamífero, específicamente a la isoforma 2. Esta 
secuencia correspondía a una quinasa no caracterizada denominada ppk34 
(por sus siglas en inglés putative protein kinase 34). Esta quinasa había sido 
descrita previamente en cribados de largo alcance; en uno de ellos se 
determinó que podría estar implicada en procesos como biogénesis de la 
pared celular, regulación del ciclo celular, y establecimiento del crecimiento 
polarizado, debido a la sensibilidad del mutante a determinados estreses 
FIGURA 16. La Fosforilación de Cmk1 en respuesta a Ca2+ no es dependiente 
de la CAMKK Ssp1. (a) western blot de Cmk1 en respuesta a Ca
2+
, las células wt 
y Δssp1 fueron tratadas con Ca2+ y se recogieron muestras a los tiempos 
indicados.  (b) Ensayo de viabilidad de las cepas wt, Δcmk1, Δssp1 y 
Δcmk1Δssp1. 
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(Bimbo et al. 2005). Otro estudio determinó que Ppk34 podría estar 
implicada en la regulación negativa de NETO (New end take of) debido al alto 
porcentaje de células bipolares (Koyano et al. 2010). 
Se analizó el mutante Δppk34 y se observó que era viable a altas 
concentraciones de Ca2+, al igual que el mutante Δcmk1 (Figura 17a). Por 
otra parte la banda de migración electroforética retardada correspondiente 
a la fosforilación de Cmk1 en estrés por Ca2+ no se observa en la cepa 
Δppk34, por tanto Ppk34 era la responsable de fosforilar a Cmk1 in vivo, 
(Figura 17b). Ppk34 fue denominada por nuestro grupo como Ckk2 (CaM 
kinase kinase 2) por su función y homología de secuencia a la CAMKK2. Estos 
resultados establecían una nueva vía de señalización de CaM quinasas en S. 
pombe donde Ckk2 es capaz de fosforilar y activar a Cmk1 en respuesta a 
Ca2+. 
 
FIGURA 17. (a) Ensayo de viabilidad en Ca
2+
. La deleción de ckk2 aumenta la 
tolerancia a estrés por Ca
2+
 así como lo hace el mutante de cmk1. (b) Ckk2 
está implicada en la fosforilación de Cmk1 in vivo. 
YES Ca 50 mM
wt
Δcmk1
Δ ckk2
Ca 75 mM
a
b
CaCl2 0           15        30      60       0        15       30       60     min
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OBJETIVOS: 
 
Tal como se ha comentado en antecedentes, nuestro grupo 
identificó una nueva CAMKK funcional en S. pombe. El proyecto de esta tesis 
se centró en seguir la caracterización de esta nueva CAMKK, Ckk2. Por tanto 
el objetivo global de esta tesis doctoral es: 
1. Caracterización funcional de la Quinasa Ckk2 en 
Schizosaccharomyces pombe. 
 
Para alcanzar dicho objetivo se marcaron tres objetivos puntuales: 
 
A. Análisis de la secuencia y la actividad de la quinasa Ckk2. 
B. Respuesta del mutante Δcck2 frente a diferentes tipos de estrés y 
condiciones celulares, para identificar nuevas funciones de Ckk2. 
C. Identificación de nuevos sustratos de la quinasa Ckk2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
  
MATERIALES Y METODOS 
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1. Técnicas de manipulación de ADN 
1.1  PCR (Polymerase chain reaction) 
La reacción en cadena de la polimerasa permite amplificar un 
fragmento de ADN mediante el uso de oligonucleótidos o primers específicos 
de la región de interés. Esta reacción se lleva a cabo mediantes ciclos 
consecutivos a diferentes temperaturas que permiten completar las 3 fases 
de la reacción: desnaturalización, hibridación y elongación. 
Reactivos: 
 
 
* En el laboratorio usamos dos polimerasas diferentes, una denominada 
Expand High Fidelity (Roche: 3,5 U/µl) que se caracteriza por ser una 
polimerasa que amplifica y a la vez tiene actividad de corrección con alto 
rendimiento y fidelidad. La otra polimerasa es la EcoTaq DNA Polymerase 
(Ecogen: 5U/µl) que utilizamos para comprobación de cepas o clonajes  
donde no es necesario la actividad de corrección ni fidelidad de la 
amplificación. 
Las condiciones de amplificación son las siguientes: Un primer paso 
de desnaturalización a 94°C de 3 minutos; luego un segundo paso 
desnaturalización a 94°C durante 1 minuto, un tercer paso de hibridación 
cuyas condiciones varían en cuanto a la temperatura entre 50 y 60 °C según 
los oligonucleótidos utilizados y de tiempo entre 30 y 60 segundos. Cuarto 
paso, la elongación se lleva acabo a 72°C de 1 a 3 minutos dependiendo de la 
longitud del fragmento a amplificar. A partir del segundo paso hasta el 
cuarto se repiten 30 ciclos y finalmente se realiza un paso final de elongación 
a 72°C durante 10 minutos. 
  
Tampón 10X (+MgCl2 50 mM)            5 µl 
Oligonucleótido 5'  10 M 1 l  
Oligonucleótido 3'  10 M 1 l 
dNTPs 25 M 0.4 l 
DNA molde 0,1 g/l 1 l 
Polimerasa * 1 l 
Agua estéril 40.6 µl 
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1.2  Clonaje 
El clonaje es una técnica que nos permite insertar un fragmento de 
ADN en un vector y puede servir para diferentes propósitos. Para realizar el 
clonaje de un fragmento de ADN debemos primero aislar el fragmento que 
queremos insertar en el plásmido y/o vector de clonaje, para luego unirlos 
mediante un proceso denominado ligación. 
- Digestión con Enzimas de Restricción: La digestión del DNA mediante 
enzimas de restricción permite obtener fragmentos que podrán ser 
posteriormente utilizados en reacciones de ligación para clonar un 
fragmento de ADN en un vector o comprobar construcciones, dado que 
en función de si un plásmido contiene un inserto o no el patrón de 
restricción que se obtendrá será diferente. La reacción de digestión se 
realiza con un máximo de 1 µg de ADN por 1U de enzima de restricción, 
y bajo las indicaciones de las casas comerciales (Invitrogen y Takara).  
 
- Ligación: es la unión del fragmento con el vector, previamente digeridos 
con las mismas enzimas de restricción. La reacción se lleva a cabo con la 
T4 DNA ligasa de invitrogen toda la noche (O/N) a 160C; para facilitar la 
unión de los fragmentos adecuadamente es recomendable que el 
número de moléculas de inserto sea de 3 a 6 veces mayor que el 
número de moléculas de plásmido, no superando la cantidad de 300 ng 
entre ambos. Los productos de la reacción se transforman en células de 
Escherichia coli DH5α competentes para su posterior comprobación ya 
sea por PCR o digestión enzimática. 
1.3 Aislamiento de DNA plasmídico  
La extracción de DNA plasmídico a pequeña escala (MiniPrep) se 
realiza utilizando el kit Nucleospin® Plasmid QuickPure de Macherey-Nagel, 
siguiendo las instrucción del fabricante. 
1.4 Purificación de fragmentos de DNA 
La purificación de fragmentos provenientes, ya sea de una 
amplificación de PCR o de una digestión enzimática, se realiza con el kit 
NucleoSpin Extract de Macherey-Nagel. 
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1.5 Electroforesis de ADN 
La electroforesis es una técnica que permite separar moléculas 
según la movilidad de éstas en un campo eléctrico, en función de su peso 
molecular. Nos permite visualizar los productos de PCR, analizar patrones de 
restricción, entre otros. Los geles de agarosa se preparan en tampón TAE 
(Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1 mM) donde se disuelve la agarosa sólida. El 
porcentaje de agarosa utilizado depende del tamaño de los fragmentos que 
se quieren separar. Se utiliza bromuro de etidio (Sigma E1510) para 
visualizar el DNA al ser expuesto a luz UV. 
1.6 Plásmidos utilizados  
Tabla 3. Plásmidos utilizados en este trabajo. 
 
1.7 Oligonucleótidos utilizados  
Tabla4. Oligonucleotidos utilizados en este trabajo. 
Oligonucleótido Secuencia 
Ckk2Fwd EcoRI CGCGCGGAATTCATATGTCTCTTCCTCTCCCTAGTTTTTTAAGC 
AGTA 
Ckk2 Rv NotI CGCGCGGCGGCCGCTTATCTCCCATATGGAAGAGAATGCTGTTAC
GATA 
Ckk2 pFA6a del-fwr GCTTTATATTTGAATATCCATTCCATCGCTGTGCGGTGAAGTCACT
GCATTAACAAGAACCCCGGATCCCCGGGTTAATTAA 
Ckk2 pFA6a rev (P4) GCAAAAGGGTGACTTAAAATCCTCGACATTATCGTTGGTTCCGAA
GCTCATAAAAGCATCATAG GAATTCGAGCTCGTTTAAAC 
Ckk2 P1 fw CTATCAAAGAATTTAAAAAGACAAGTCTTAGGAGG 
Plásmido Diana Origen 
pGEX-cmk1  XhoI/NotI Stock del laboratorio 
pGEX-cmk1K60A XhoI/NotI Stock del laboratorio 
pGEX-cmk1T192AK60A XhoI/NotI Stock del laboratorio 
pREP1- ckk2 PstI/NotI Este trabajo 
pGEX-ckk2 EcoRI/NotI Este trabajo 
pET20-Cam XhoI/NotI Stock del laboratorio 
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Ckk2(KA) P1fw CTATCGCAGAATTTAAAAAGACAAGTCTTAGGAGG 
Ckk2 rv P2 TTAATTAACCCGGGGATCCGTATCTCCCATATGGAAGAGAATGC 
Ckk2 pFA6 tag fw3 (P3) GCATTCTCTTCCATATGGGAGATACGGATCCCCGGGTTAATTAA 
Ckk2 RT fw TTAGGTTATGGTGCGTGCAG 
Ckk2 RT rv CATGAGCCGGAACTTCTCTC 
Cdc2 RT fw CCACTGGGGTTGATATTTGG 
Cdc2 RT rv CGTTTCCAACGAGGAAATGT 
2. Cepas  
Las cepas empleadas en esta tesis se recogen en la tabla 3, y se obtuvieron 
mediante diferentes técnicas.  
Tabla 5. Cepas utilizadas en este trabajo 
Cepa  Genotipo Origen  
wt h− leu1-32 ura4-D18 Stock de laboratorio  
ckk2 h- ckk2::ura4+ leu1-32 ura4-D18 Bimbo et al 2005 
ckk2 h+  ckk2::kan ura4+ leu 1-32 Este trabajo 
Ckk2(KA):HA Ckk2(KA)-HA:kan leu1-32 ura 4D-18 Este trabajo 
Ckk2:HA Ckk2-HA:kan leu1-32 ura 4D-18 Este trabajo 
ssp1 h- ssp1::ura4+ ura4-d18 Matsusaka et al. 1995 
Wt h+ JA972  
ckk2 h+ ckk2::kan Este trabajo 
Ckk2:HA ckk2-HA:kan Este trabajo 
Ckk2(KA):HA ckk2(KA)-HA:kan Este trabajo 
Ckk2:HA ckk2-HA:hph Este trabajo 
pmt3 Ckk2:HA pmt3::kan Ckk2-HA:hph Este trabajo 
pmt3 pmt3::kan  Este trabajo 
gsk3 gsk3::ura h- Este trabajo 
gsk3ckk2 gsk3::ura ckk2::kan Este trabajo 
hhp1 hhp1::ura h- Este trabajo 
hhp1ckk2 hhp1:ura ckk2::kan Este trabajo 
pka1 pka1::ura Este trabajo 
pka1ckk2 pka1::ura ckk2::kan Este trabajo 
Cmk1:HA h− cmk1-HA:kanMX6 Este trabajo 
Δprz1 h- prz1::kan Este trabajo 
Δcmk1 h- cmk1::hph Este trabajo 
Δssp2 h- ssp2::kan Este trabajo 
Δppk9 h- ppk9::kan Este trabajo 
Δspk1 h- spk1::kan Este trabajo 
Δpmk1 h- pmk1::kan Este trabajo 
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Δtea4 h+ tea4::kan ade6-M216 ura4-D18 
leu1-32 
Colección Bioneer 
Δcta3 h+ cta3::kan ade6-M216 ura4-D18 
leu1-32 
Colección Bioneer 
Δrga6 h+ rga6::kan  ade6-M216 ura4-D18 
leu1-32 
Colección Bioneer 
Δgyp5 h+ gyp5::kan  ade6-M216 ura4-D18 
leu1-32 
Colección Bioneer 
Δoca2 h+oca2::kan  ade6-M216 ura4-D18 
leu1-32 
Colección Bioneer 
Δkin1 h+ kin1::kan ade6-M216 ura4-D18 
leu1-32 
Colección Bioneer 
Δpzh1 h+ pzh1::kan ade6-M216 ura4-D18 
leu1-32 
Colección Bioneer 
Δrgf2 h+ rgf2::kan ade6-M216 ura4-D18 
leu1-32 
Colección Bioneer 
Δpar1 h+  par1::kan ade6-M216 ura4-D18 
leu1-32 
Colección Bioneer 
Δmyo2 h+ myo2::kan ade6-M216 ura4-D18 
leu1-32 
Colección Bioneer 
Δpli1 h+ pli1::kan ade6-M216 ura4-D18 
leu1-32 
Colección Bioneer 
Δfab1 h+ fab1::kan ade6-M216 ura4-D18 
leu1-32 
Colección Bioneer 
Δtip1 h+ tip1::kan ade6-M216 ura4-D18 
leu1-32 
Colección Bioneer 
Δgef2 h+gef2::kan ade6-M216 ura4-D18 
leu1-32 
Colección Bioneer 
Δklp6 h+ klp6::kan ade6-M216 ura4-D18 
leu1-32 
Colección Bioneer 
Δrga2 h+ rga2::kan ade6-M216 ura4-D18 
leu1-32 
Colección Bioneer 
Δsck2 h+ sck2::kan ade6-M216 ura4-D18 
leu1-32 
Colección Bioneer 
Δasp1 h+asp1::kan ade6-M216 ura4-D18 
leu1-32 
Colección Bioneer 
Δmod5 h+ mod5::kan ade6-M216 ura4-D18 
leu1-32 
Colección Bioneer 
Δmid2 h+ mid2::kan ade6-M216 ura4-D18 
leu1-32 
Colección Bioneer 
Δsec72 h+ sec72::kan ade6-M216 ura4-D18 
leu1-32 
Colección Bioneer 
Δcgs1 h+ cgs1::kan ade6-M216 ura4-D18 
leu1-32 
Colección Bioneer 
Δmok12 h+ mok12::kan ade6-M216 ura4-
D18 leu1-32 
Colección Bioneer 
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2.1 Integración de modificaciones a un gen mediante 
productos de PCR 
La integración de modificaciones en el genoma de pombe, tales 
como añadir un epítopo o delecionar un gen, está basada en el método de 
Bahler (Bähler et al., 1998). Este método aprovecha la elevada tasa de 
recombinación de S. pombe a través de la transformación de un fragmento 
de PCR con secuencias homologas a la región de interés y que contenga un 
marcador de selección (gen ura 4+, gen de resistencia a antibióticos, etc.). 
Los oligonucleótidos que se utilizan deben tener un tamaño de 
aproximadamente 100 nucleótidos de tal manera que facilite la 
recombinación homóloga con la región de interés. La reacción de PCR se 
realiza usando como ADN molde los plásmidos de Bahler, según se quiera 
delecionar un gen o añadir un epítopo. Para añadir el epítopo HA a la 
proteína Ckk2; así como para crear el mutante Ckk2(KA) utilizamos una 
modificación de la técnica de la PCR fusión (Szewczyk et al. 2007). En esta 
técnica se trabaja con dos fragmentos de PCR solapantes entre sí 
amplificados individualmente y luego a través de una nested PCR se unen 
estos fragmentos para formar un producto de PCR fusionado (Figura 18). Se 
realizan varias reacciones de PCR para conseguir la mayor cantidad de ADN 
(1-10 µg) y así aumentar la eficiencia de la transformación. La 
transformación de las células se realiza ya sea con el método de acetato de 
litio o por electroporación. Luego de la transformación las células se 
plaquean en medio rico y transcurridas 24 horas se procede a la selección en 
medio con resistencia; durante este tiempo algunas células habrán 
incorporado el fragmento y podrán crecer en estas condiciones. Después de 
3-4 días aproximadamente crecen colonias que se aíslan en medio rico y 
luego de dos replicas en dicho medio se procede nuevamente a la selección 
para asegurarnos que el fragmento ha sido incorporado y es estable. Por 
último se procede a la comprobación de la cepa mediante PCR. 
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2.2 Cruce de cepas 
Esta técnica permite aprovechar la capacidad de apareamiento de 
los dos sexos (h+ y h-) de S. pombe para crear dobles mutantes o modificar 
auxotrofías de la cepa original. Para realizar cruces en masa es necesario que 
las dos cepas tengan un tipo de apareamiento diferente (h+ o h-) y que cada 
una de las mutaciones lleve, preferiblemente, un marcador diferente (ura4+, 
resistencia a kanamicina, termo sensibilidad). 
Cuando las células de S. pombe detectan un déficit nutricional en el 
medio comienzan un programa de diferenciación que culminará con la 
formación de las esporas. Este proceso permite que o bien por 
recombinación homóloga o por la orientación aleatoria de los cromosomas 
en la placa metafásica se obtenga el doble mutante deseado. El 
procedimiento que se utiliza es el siguiente: se mezcla una cantidad similar 
de los dos cultivos en una placa de SSA, se incuba a 25oC durante 2 días y se 
observa la presencia de ascas con cuatro ascosporas. Se digieren las ascas 
con la adición de 5 µl de glusulasa (NEE154001EA, Perkin Elmer) a 1 ml de 
agua estéril donde previamente se han resuspendido las células y se incuba 
un mínimo de 12 horas a 25oC. Se siembran las esporas en placas de medio 
rico YES para facilitar su crecimiento y posteriormente se hacen réplicas de 
Amplificación del ADN 
genómico con los primers
P1 y P2
P2
P1
Amplificación del ADN   
plasmídico (Bahler 1998) 
con los primers P3 y P4
P3
P4
P1
P4Amplificación de la Fusion PCR.
a
c
b
FIGURA 18. Esquema de la Fusion PCR. (a) Amplificación del fragmento de 
gen deseado con los oligonucleótidos P1 y P2. (b) Amplificación del 
epítopo y resistencia a antibiótico, usando los mismos oligonucleótidos y 
plásmidos del método de Bahler, que en este caso se denominan P3 y P4. 
(c) PCR fusión, ambos fragmentos se añaden en una reacción con los 
oligonucleótidos de los extremos (P1 y P4) (Szewczyk et al. 2007) 
  
48 
las colonias obtenidas en placas de medio selectivo para obtener los 
mutantes dobles. 
3. Medios y Condiciones de cultivo 
3.1 Medio y Condiciones de Cultivo de Schizosaccharomyces 
pombe 
Los medios y condiciones de cultivo realizados en este trabajo son 
los previamente descrito por Moreno et al., 1991. Las células fueron 
cultivadas a 30oC en medio rico tanto en líquido como en sólido; los 
experimentos en este medio se realizaron en fase exponencial cuando los 
cultivos se encontraban a una densidad óptica de 0.5-0.8 (595 nm). Para 
realizar las condiciones de deprivación de nutrientes, las células fueron 
cultivadas en medio mínimo (EMM) a una temperatura de 25oC hasta 
alcanzar una densidad óptica de 0.3. Las células fueron lavadas dos veces 
con el medio de deprivación y después se resuspenden en el medio de 
deprivación e incuba a 25oC. La composición de los medios de cultivo se 
detalla a continuación: 
 
- YES: medio rico de crecimiento en condiciones óptimas suplementado 
con aminoácidos. 
0,5 % extracto de levadura, 3 % glucosa, 225 mg/l aminoácidos (leucina, 
histidina, adenina, lisina y uracilo). 
 
- EMM-N: medio mínimo que permite deprivar las células por deficiencia 
de nitrógeno. 
3 g/l hidrógeno-ftalato de potasio, 2,2 g/l Na2HPO4, 2 % glucosa, 20 ml/l 
sales (solución madre: 52,5 g/l MgCl2·6H2O, 0,735 g/l CaCl2·H2O, 50 g/l 
KCl, 2 g/l Na2SO4) 1 ml/l vitaminas (solución madre: 1 g/l ácido 
pantoténico, 10 g/l ácido nicotínico, 10 g/l inositol, 10 mg/l biotina) 0,1 
ml/l minerales (solución madre 5 g/l ácido bórico, 4 g/l MnSO4, 4 g/l 
ZnSO4·7H2O, 2 g/l FeCl2·6H2O, 0,4 g/l ácido molíbdico, 1 g/l KI, 0,4 g/l 
CuSO4·5H2O, 10 g/l ácido cítrico). 
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- EMM-low glucose: medio mínimo que permite deprivar las células por 
deficiencia de glucosa. 
3g/l hidrógeno-ftalato de potasio 2,2 g/l Na2HPO4 5 g/l NH4Cl, 2% 
glicerol, 0.1 % glucosa, 20 ml/l sales (solución madre: 52,5 g/l 
MgCl2·6H2O, 0,735 g/l CaCl2·H2O, 50 g/l KCl, 2 g/l Na2SO4) 1ml/l 
vitaminas (solución madre: 1 g/l ácido pantoténico, 10 g/l ácido 
nicotínico, 10 g/l inositol, 10 mg/l biotina) 0,1 ml/l minerales (solución 
madre 5 g/l ácido bórico, 4 g/l MnSO4, 4 g/l ZnSO4·7H2O, 2 g/l 
FeCl2·6H2O, 0,4 g/l ácido molíbdico, 1 g/l KI, 0,4 g/l CuSO4·5H2O, 10 g/l 
ácido cítrico). 
 
- SSA: Medio de esporulación  
Dextrosa 10 g/l Ácido aspártico 0,5 g/l KH2PO4 2 g/lNa2HPO4 0,2 g/l 
MgSO4.7H2O 0,5 g/l CaCl2.2H2O 0,1 g/l(NH4)2SO4 2 g/l Vitaminas 1 ml/l 
Minerales 0,1 ml/l1N NaOH 4,2 ml/l (225 mg/l Aminoácidos, según 
auxotrofías) 
  
En el caso de las placas, se añade 20 g/l de agar a cualquier medio líquido 
antes de autoclavar. 
Las placas que incorporan drogas u otro tipo de agentes, se añadieron a las 
concentraciones indicadas después de autoclavar el medio. 
 
3.2 Medio y Condiciones de cultivo para Escherichia coli 
Las cepas de E. coli se manipularon bajo condiciones descritas 
previamente (Sambrook et al, 1998). Se cultivaron a 370C en medio LB (Luria-
Bertani; 10 g/l triptona, 5 g/l extracto de levadura, 10 g/l NaCl). A este medio 
se le añaden antibióticos en función de los marcadores de la cepa o las 
resistencias aportadas por el plásmido con el que han sido transformadas 
(normalmente 50 mg/l ampicilina para la cepa DH5α o 50 mg/l ampicilina y 
20 mg/l cloranfenicol en el caso de la cepa BL21). 
4. Transformación de cepas  
La transformación es el proceso que permite la introducción de DNA 
en bacterias y levaduras. 
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4.1 Transformación de Schizosaccharomyces pombe  
La transformación en S. pombe permite la introducción de ADN de 
forma episomal y la integración en el genoma de epítopos, promotores 
inducibles o la deleción de genes. En este trabajo se han seguido dos 
protocolos distintos el primero es el método de acetato de litio (Norbury and 
Moreno, 1997) y el segundo la electroporación. 
 
4.1.1 Método de acetato de litio 
 Se utiliza un cultivo exponencial de 50 ml se centrifuga a 3000 RPM. 
Se hace un primer lavado con agua, otro lavado con agua y tercero con 1 ml 
de solución de acetato de litio (LiAc-TE: 0,1 M LiAc, 10 mM Tris-Hcl pH=7,5 y 
1 mM EDTA). Resuspender el pellet en 500 μl de la misma solución; hacer 
alícuotas de 100 y se añade 2 µl de ssDNA (10 mg/ml de DNA de esperma de 
salmón) y de 100- 2 000 ηg de ADN. Incubar durante 10 minutos y se añade 
260 μl de PEG-LiAc-TE (40 % PEG en LiAC-TE). Incubar entre 30 y 60 minutos 
a 30oC. Se añaden 43 µl de DMSO y se incuba 5 minutos a 42oC. Lavar las 
células con agua destilada y plaquear. 
4.1.2 Electroporación  
Este método consiste en provocar un aumento en la permeabilidad 
de la membrana mediante un campo eléctrico aplicado; así como una 
diferencia de voltaje favorable para la entrada de DNA al interior de la célula 
(Neumann et al., 1982). Se lava un cultivo de 50 ml en fase exponencial con 
agua y luego se realiza un lavado del pellet con 1 ml de Sorbitol 1M frío, 
centrifugar 2 minutos a 3 000 RPM; y resuspender en 1 ml de la misma 
solución de sorbitol; y mantener en frío. Hacer alícuotas de 150 ml y se 
agrega el ADN; esta mezcla se transfiere a una cubeta de 0.2 cm (Eppendorf) 
y se aplica un pulso de 1.500 V con el Eppendorf Eporator®. 
Plaquear directamente en el medio de selección si se trata de un 
plásmido o en medio rico si se trata de una integración. 
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4.2 Transformación de Escherichia coli 
Las células denominadas competentes de E. coli previamente 
tratadas con CaCl2 y MgCl2, se transforman aplicando un choque térmico 
(Kushner, 1978). Se incuba el ADN plasmídico con las células ya sea DH5α o 
BL21 durante 30 minutos en hielo, luego se aplica el choque térmico a 42oC 
por 45 segundos seguido de una incubación en hielo durante dos minutos. 
Agregar 1 ml de LB e incubar para la recuperación de las células a 37oC en 
agitación. Transcurrido ese tiempo centrifugar la transformación, eliminar el 
sobrenadante y plaquear las células en el medio de selección. 
4.2.1 Producción de células competentes 
Las células se incuban hasta una OD exponencial y se resuspende el 
pellet en 50 ml de 100mm MgCl2 (a 4oC) y se deja en hielo 30 min. Se 
centrifugan las células y se resuspende el pellet en 10 ml de 100mm CaCl2 (a 
4oC). Se deja en hielo de 30 a 90 minutos, se centrifuga y por último se 
resuspende el pellet en 20 ml de 5 mm CaCl2 - 15% glicerol 60% y se 
almacena a -80. 
5. Ensayos de sensibilidad y tratamiento a estrés  
Este ensayo permite ver el comportamiento de un mutante frente a 
diferentes condiciones o drogas. Las cepas de interés se cultivan en el medio 
adecuado hasta alcanzar un OD a 595nm de 0.3 y se realizaron 5 diluciones 
seriadas en una placa de 96 pocillos y se siembran en las placas con las 
diferentes condiciones. Se incuba a 30oC, por 2-3 días, según la cepa salvaje.  
Los agentes utilizados en este trabajo son los siguientes: cloruro de calcio 
(CaCl2), Calcofluor, latrunculina B (LatB), tiabendazol (TBZ). 
6. Determinación de número de células 
El número de células fue determinado con el contador de células 
SCEPTERTM, se realiza una dilución uno diez del cultivo y se procede a leer 
con el equipo siguiendo las instrucciones de manufactura. 
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7. Técnicas de Manipulación de proteína 
7.1 Extracción de proteínas   
S. pombe posee pared celular por lo que la lisis se lleva a cabo a 
través de una acción conjunta de la lisis química y mecánica. En el 
laboratorio rutinariamente se utilizan dos métodos de extracción de 
proteínas: 
 
7.1.1 Extracción de proteínas con STOP Buffer 
 
Las células se recogen utilizando la rampa de vacío (PALL 
Corporation) y se resuspenden en 1 ml de STOP Bufffer, el sobrenadante se 
elimina por centrifugación y el pellet que contiene las células se puede 
conservar a -80oC hasta su procesado. Es recomendable evitar la 
centrifugación antes de tratar con el tampón ya que las fuerzas centrífugas 
pueden activar la vía de las SAPK (Soto et al., 2007). Para la ruptura, se 
añaden 500 μl de bolas de vidrio y 300 μl de tampón de lisis (50 mM Tris (pH 
8.0), 150 mM NaCl, 2,5 mM EDTA, 0,002 % NP-40, 50 mM NaF y cocktail de 
inhibidores (Complete Mini EDTA-free, Roche)) sobre el pellet y se someten 
a 4 pulsos de 30 segundos a 5.000 rpm en el agitador FAST-PREP TM(FP120 
BIO101 Thermo Electron Corporation) a 4oC. Desde este momento, las 
muestras se mantienen en hielo para evitar la degradación de las proteínas. 
El lisado se recoge por centrifugación, agujereando la base del tubo en el 
que se ha llevado a cabo la lisis e introduciéndolo dentro de otro. Así se 
consigue separar el lisado de las bolas de vidrio. Por último se lleva a cabo 
una limpieza del lisado por centrifugación durante 2 minutos a 14.000 rpm y 
se recoge el sobrenadante. Con esto se consigue separar los restos celulares 
que no han sido eliminados con la primera centrifugación. El lisado se puede 
guardar a -800C o cuantificar. 
 
7.1.2 Extracción de proteínas con TCA (ácido tricloroacético) 
La extracción de proteínas con TCA es un método que se usa en el 
caso de proteínas inestables y de baja presencia en el proteoma, ya que 
supone una elevada capacidad extractiva así como la inactivación de 
proteasas, fosfatasas y quinasas. Las células se recogen con la rampa de 
vacío y se resuspenden en 1 ml de TCA al 20 %. El pellet se lava en 1 ml de 
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Tris-base (Trizma sin ajustar el pH). El sobrenadante se elimina luego de la 
centrifugación y el pellet se puede almacenar al -80oC hasta su procesado. 
Resuspender el pellet en 100 μl de Tris-HCl 67mM pH 6.8 SDS 2% y se 
añaden 200 μl de bolas de vidrio; se realizan los 4 pulsos de agitación con la 
FAST-PREPTM. El lisado se recoge de la misma forma que en el apartado 
anterior y se puede conservar a -80oC o cuantificar inmediatamente para 
preparar las muestras. 
7.2 Cuantificación de proteínas  
La determinación de la concentración de proteínas se lleva a cabo 
principalmente a través de dos técnicas colorimétricas: el método de 
Bradford (Bradford, 1976) y el método de Lowry (Frolund et al., 1995). La 
sensibilidad y sencillez del método de Bradford hacen que normalmente sea 
el método de elección a la hora de cuantificar proteínas aunque presenta 
ciertas limitaciones: el SDS, detergente presente en muchos de los tampones 
de lisis, interfiere con en el método de Bradford; en cuyo caso lo más 
indicado es realizar el método de Lowry. Ambos métodos se basan en el 
cambio de color de un reactivo al reaccionar con las proteínas del lisado. El 
color obtenido depende de la concentración de proteínas presente en el 
lisado. Por lo tanto, la cuantificación se lleva a cabo a través de la medida de 
la absorbancia a la longitud de onda del color producido por el reactivo al 
reaccionar con la proteína. La determinación de la concentración se realiza 
por comparación con una recta patrón de concentraciones crecientes 
conocidas de proteína, que generalmente es la albúmina sérica bovina (BSA) 
 
7.2.1 Método de Bradford 
Este método se basa en el cambio de coloración que sufre el 
reactivo de Bradford (Protein Assay Dye Reagent Concentrate, Biorad) al 
entrar en contacto con los enlaces peptídicos de las proteínas. Estos cambios 
se pueden valorar mediante la medida de la absorbancia a 595 nm. La 
concentración se calcula en base a los valores obtenidos con una muestra 
patrón de concentración conocida, elaborada con BSA.  
7.2.3 Método de Lowry 
Este método se basa en la asociación de dos reacciones 
complementarias: La Reacción de Biuret: característica de grupos 
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aminopeptídicos, con los que el Cu (II) en medio alcalino forma enlaces de 
coordinación, originando complejos de color violeta. Y el Reactivo de Folin-
Ciocalteu: característica de grupos-OH reductores que, junto con los 
complejos cuproproteícos de la reacción de Biuret, reducen el reactivo de 
Folin, el cual vira a color azul oscuro. El espectro de absorción del reactivo 
de Folin reducido es proporcional a la de proteínas que existe en la 
muestra.  Estos cambios de coloración se pueden valorar mediante la 
medida de la absorbancia a 750 nm. La reacción se realiza según las 
especificaciones del fabricante (DC™ Protein Assay, Bio Rad) La 
concentración se calcula en base a los valores obtenidos con una muestra 
patrón de concentración conocida, elaborada con BSA. 
7.3 Electroforesis de Proteínas en condiciones 
desnaturalizantes 
La electroforesis de proteínas mediante geles de SDS-poliacrilamida 
en condiciones desnaturalizantes permite la separación de las proteínas 
presentes en una muestra en función de su peso molecular (Laemmli 1970). 
Las muestras que se quieren analizar son tratadas previamente con un 
detergente aniónico, el SDS, este tratamiento confiere carga negativa a las 
proteínas, anulando su carga intrínseca. Por tanto si son sometidas a campo 
eléctrico promueve la migración de las proteínas a través de la matriz porosa 
de poliacrilamida hacia el polo positivo del campo (ánodo). Dado que el 
tratamiento con el detergente anula la propia carga de la proteína, la 
velocidad de migración dependerá únicamente del tamaño de ésta, siendo 
inversamente proporcional al logaritmo del peso molecular. 
La matriz de poliacrilamida está formada por una mezcla de 
acrilamida y bis-acrilamida, y la concentración de estos polímeros en el gel 
determinará el tamaño del poro resultante. Esto influirá en la idoneidad de 
un tipo de gel u otro para la correcta separación de la muestra. Así, si se 
quieren separar proteínas de peso molecular grande, se emplearán geles de 
baja concentración de acrilamida/bis-acrilamida, es decir, geles con poros 
mayores. En cambio, si se quieren separar proteínas de bajo peso molecular, 
será más adecuado utilizar geles con poro pequeño o de alta concentración 
de acrilamida/bis-acrilamida. El APS (persulfato amónico) actúa como 
iniciador de la reacción y el TEMED como agente catalizador de la 
polimerización de la acrilamida. 
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Los geles para la electroforesis de proteínas constan de dos fases: 
 
-  Gel empaquetador: corresponde a la parte superior del gel y dado que 
tiene una baja concentración de acrilamida (3,6%) permite que la 
muestra se empaquete en el límite con la siguiente fase del gel. Está 
compuesto por: 
  
3 ml   0,5M Tris-HCl pH=6,8  
2 ml  Mix Acrilamida*  
6,8 ml   dH2O  
60 μl   SDS 20 %  
90 μl   APS 10 %  
9 μl   TEMED  
  
*Mix acrilamida: 500 ml Acrylagel Nathional Diagnostics, 1,51 g Ultra-
Pure Bisacrylamide Sigma, 5,05 ml dH2O 
- Gel resolutivo: situado en la parte inferior del gel, permite la separación 
de las proteínas de acuerdo a su peso molecular; debido a que contiene 
un mayor porcentaje de acrilamida (que puede variar de 8-15%). 
 
4,5 ml   2M Tris-HCl pH=8,8  
8 ml   Mix Acrilamida  
11, 2 ml  dH2O  
120 μl   SDS 20 %  
240 μl   APS 10 %  
24 μl   TEMED  
Las cantidades indicadas en esta receta son suficientes para un gel de 
dimensiones 14 x 15 cm y 1,5 mm de grosor. 
Las muestras se preparan calculando la cantidad de proteína que se 
quiere cargar y añadiendo el mismo volumen de tampón de muestra 2x (10 
ml de 0,5 M Tris-Cl pH 6,8, 5 ml de 20 % SDS, 17 ml de 60 % glicerol, dH20 
hasta 50 ml y una pizca de azul de bromofenol al que se le añade 1/10 de β-
Mercaptoetanol en el momento de ser utilizado).Una vez preparadas, las 
muestras se hierven durante 5 min y se cargan en el gel. Para poder aplicar 
la corriente eléctrica, el electrodo y los geles deberán estar sumergidos en 
una cubeta que contenga tampón electrolito (25 mM Tris-HCl, 192 mM 
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glicina, 0,1 % SDS pH 8,3). La corriente aplicada será la correspondiente a un 
amperaje constante de 35 mA por gel. 
7.4 Electrotransferencia e inmunodetección: western 
blotting 
Esta técnica permite la detección de una proteína concreta presente 
en una muestra mediante el uso de anticuerpos que reaccionan 
específicamente contra un epítopo presente en la proteína.  La muestra 
debe haber sido previamente separada mediante un gel de poliacrilamida 
entonces la electrotransferencia, es la transferencia de las proteínas 
presentes en el gel hacia una membrana de nitrocelulosa mediante la 
aplicación de un campo eléctrico. Las proteínas de la muestra, al tener carga 
negativa, migrarán hacia el polo positivo del electrodo donde se encontrarán 
con la membrana y quedarán retenidas. Una vez montado el sistema, se 
aplicará un campo eléctrico de 70 V durante 1:30 horas o de 20 V durante 
toda la noche, en ambos casos a 4oC para evitar el calentamiento de la 
muestra. Todo el sistema se encontrará sumergido en un tampón de 
transferencia (25 mM Tris-HCl pH 8,3, 192 mM glicina, 0,02 % SDS, 20 % 
etanol) que permita la transmisión del campo eléctrico. 
La inmuno-deteccción se trata de una técnica de detección indirecta, 
dado que el anticuerpo que da la señal no se une a la proteína directamente, 
sino que lo hace a través de un anticuerpo primario, que en este caso sí que 
reacciona con la proteína. Así se diferencian dos tipos de anticuerpo:  
- Anticuerpo primario: este anticuerpo reconoce específicamente uno 
(anticuerpos monoclonales) o más epítopos (anticuerpos policlonales) 
contenidos en la proteína.  
- Anticuerpo secundario: este anticuerpo reconoce la región constante 
presente en el anticuerpo primario y que es igual para todos los 
anticuerpos generados en una misma especie animal. Los anticuerpos 
secundarios llevan conjugada una enzima (peroxidasa o fosfatasa 
alcalina) que al reaccionar con su sustrato dan lugar a una señal 
detectable, proporcional a la cantidad de proteína presente en la 
muestra. La finalidad de utilizar un anticuerpo secundario es que 
permite amplificar la señal, que sería muy baja si solo se empleara un 
solo anticuerpo.  
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El protocolo de western blot es el siguiente: 
- Bloquear la membrana mediante la incubación con una solución de 
bloqueo: 5 % de leche en polvo o BSA disuelto en TBST (TBS 0,05 % 
Tween20; TBS: 20 mM Tris-HCl pH=7,5 150 mM NaCl) para evitar que 
los anticuerpos se unan de forma inespecífica a la membrana. Esta 
incubación se realiza durante 1 h a temperatura ambiente, en agitación 
suave. 
- Incubar la membrana en la solución del anticuerpo primario (2,5 % 
leche en TBST o 2,5 % BSA en TBST) durante 2 h a temperatura 
ambiente o bien durante toda la noche en 4oC. La dilución del 
anticuerpo será diferente dependiendo de cada anticuerpo y según las 
instrucciones de la casa comercial.  
- 3 lavados de 5 minutos a temperatura ambiente con TBST. 
- Incubar la membrana con el anticuerpo secundario disuelto en la 
solución de anticuerpo. En este trabajo todos los anticuerpos 
secundarios empleados estaban conjugados a la enzima peroxidasa 
(HRP). 
- 2 lavados de 10 minutos con TBST y un último lavado de 10 min con 
TBS. 
- Para detectar la señal del anticuerpo, tratar la membrana con el 
sustrato proporcionado por el sistema de detección EZ-ECL 
(Chemiluminescence Detection Kit for HRP, de Biological Industries) y 
captar la quimioluminiscencia en una película fotográfica (Fuji Medical 
X-Ray filme, de Fujifilm). 
 
 
Anticuerpo  Dilución  Origen  Casa comercial  
HA (12CA5)  1:1.000  Monoclonal  Roche (12CA5)  
HA  1:1.000  Policlonal  Santa Cruz (sc-7392)  
pSTAIR  1:2.000  Policlonal  Upstate (06-923)  
Anti-mouse  1:2/5.000  Cabra  Bio Rad (172-1011)  
Anti-rabbit  1:2/5.000  Cabra  Bio Rad (170-6516)  
GFP  1:5.000  Policlonal  Abcam (Ab-290)  
GFP  1:1.000  Monoclonal  Abcam (Ab-1218)  
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7.5 Ensayo de actividad quinasa in vitro 
Las quinasas catalizan la reacción de incorporación del fosfato-γdel 
ATP a los grupos hidroxilo de los aminoácidos Serina, Treonina o Tirosina. 
Esta reacción se pude monitorizar utilizando un ATP en el que el fósforo del 
grupo fosfato γ ha sido sustituido por el isotopo radiactivo 32P ([ϒ32P]-ATP). 
De forma orientativa la reacción se realiza en presencia de 1 µg de quinasa, 
1 µg de sustrato, 3 µl de Tampón quinasa 10x (50 mM Tris-HCl pH 8, 10 mM 
MgCl2, 5 mM β-Mercaptoetanol) 250 µM de ATP frío, no marcado y 0,2 µl de 
[ϒ32P]-ATP (Perkin-Elmer, 3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml). Estas condiciones 
pueden variar, por ejemplo es posible modular la astringencia de la reacción 
cambiando la cantidad de ATP frío: a mayor cantidad de ATP frío, más 
específica es la reacción. Por el contrario, si la señal obtenida tras la reacción 
es muy débil esta puede aumentarse disminuyendo la cantidad de ATP frío 
de la reacción. Otro factor que hay que considerar es que el [ϒ32P]-ATP tiene 
una vida media de 15 días lo que implica que cada 15 días que pasan tras su 
producción, debe aumentarse al doble la cantidad de [ϒ32P]-ATP incorporado 
en la reacción para obtener la misma señal. Al trabajar con [ϒ32P]-ATP, se 
hace en una cámara habilitada específicamente para trabajar con isótopos 
radiactivos y siempre detrás de una pantalla de metacrilato. 
La reacción se incuba durante 30 minutos a 30oC y se detiene al 
incorporar tampón de muestra. Las muestras se separan por electroforesis 
SDS-PAGE y el gel de poliacrilamida se tiñe con azul de Coomassie para 
garantizar que se ha utilizado la misma cantidad de enzima y sustrato en 
todos los casos analizados. Una vez desteñido el gel se seca y se expone a 
una placa amplificadora y se revela utilizando el escáner Typhoon (Trio 
Variable Mode Imager). El gel también puede exponerse a una película o film 
y las partículas β emitidas por la proteína radiactiva activa unos cristales de 
bromuro de plata presentes en la película que durante el proceso de 
revelado se reducen a plata para formar la imagen (Revisado en Johnson and 
Hunter, 2005). 
7.5.1 Ensayo quinasa de fosfopéptidos 
Los péptidos fueron re suspendidos según las indicaciones de la casa 
comercial. Una vez obtenidos los péptidos en solución se procedió a realizar 
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el ensayo quinasa. La reacción se realiza en presencia de 1 µg de quinasa, 1 
µg de sustrato, 3 µl de Tampón quinasa 10x (200 mM Tris-HCl pH 8, 10 mM 
MgCl2, 50 mM DTT, 2,5 mM de ATP frío, no marcado y 0,2 µl de [ϒ
32P]-ATP 
(Perkin-Elmer, 3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml). La reacción se incuba durante 30 
minutos a 30oC. Los péptidos fosforilados se separan por cromatografía de 
capa fina, usando como fase sólida placas de MERCK (Proteochrom HPLTC 
silica gel 60F254S/1.05650.0001) y como fase liquida una mezcla de N-butanol 
piridina: ácido acético: agua en una proporción 3:2:1:4. Las placas de silica 
gel se expusieron a una placa amplificadora y se revela utilizando el escáner 
Typhoon. 
7.6 Tinción de proteínas con Azul de Coomassie 
El azul de Coomassie es un pigmento cargado negativamente que 
forma complejos con las proteínas para su estabilización y permite así la 
visualización de éstas en geles de poliacrialamida. El número de moléculas 
de pigmento unidas es proporcional a la cantidad de proteína presente en la 
banda. Sin embargo, el azul de Coomassie se une de forma más eficiente a 
los aminoácidos básicos que a los ácidos por lo que pueden existir pequeñas 
diferencias en la eficiencia de tinción de diferentes proteínas (Fazekas de St 
Groth et al., 1963; Meyer and Lambert, 1965). 
Una vez realizada la electroforesis, el gel de poliacrilamida se tiñe 
con solución de Coomassie (2,5 mg azul de Coomassie G-250, 45 % metanol, 
10 % ácido acético) durante 15 minutos a temperatura ambiente y en 
agitación suave y se destiñe durante toda la noche con solución desteñidora 
(50 % metanol, 10 % ácido acético) para eliminar el exceso. 
 
7.7 Expresión y purificación de proteínas  
7.7.1 Expresión y purificación de proteínas  de fusión a GST 
La expresión de proteínas de fusión a GST (glutatión-S-transferasa) 
se realiza utilizando la cepa de E. coli BL21. El plásmido en el que se clona el 
gen codificante para la proteína de interés en cada caso es el plásmido 
pGEX-KG. Este permite fusionar el epítopo GST en el extremo N-terminal de 
la proteína y, de esta manera, una vez expresada, la proteína puede 
purificarse mediante bolas de glutatión-sefarosa a partir del extracto total.  
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El paso previo a la purificación es optimizar la concentración de IPTG, la 
temperatura y el tiempo de inducción. Una vez optimizados, se lleva a cabo 
la inducción. Para ello se cultiva un gran volumen hasta fase exponencial 
momento en el que se añade el IPTG. Pasado el tiempo de inducción, las 
células se recogen por centrifugación y el pellet puede conservarse a -80 ºC.  
Para la obtención del lisado, el pellet se resuspende en 10 ml de NETN (20 
mM Tris-HCl pH=8, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5 % NP-40) con inhibidores 
de protesasas (10 mg/ml aprotinina, 5 mg/ml leupeptina, 1 mM PMSF). Se 
sonica para disminuir la viscosidad causada por la liberación del DNA 
bacteriano y se recoge el sobrenadante por centrifugación. 
Por último, la proteína de fusión se purifica incubando el lisado las 
bolas de glutatión-sefarosa. Lavar 1 ml de la resina de glutatión-sefarosa 4B 
(GE Healthcare) una vez con PBS frío y dos veces con NETN, para equilibrarla. 
Centrifugar y descartar el sobrenadante. Añadir el lisado de BL21 a la resina 
e incubar 2 h a 4oC en agitación. Centrifugar la mezcla y descartar el 
sobrenadante. Hacer dos lavados de la resina con NETN y lavar de nuevo con 
NET (20 mM Tris-HCl pH=8, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA). Centrifugar y 
descartar el sobrenadante. Por último, eluir la proteína añadiendo a la resina 
1 ml de tampón de elución (50 mM Tris-HCl pH 8,5, 100 mM NaCl, 10 mM 
Glutatión, 2 mM DTT) e incubando 30 min a 4oC en agitación. Centrifugar y 
recoger el sobrenadante, que será el eluido1. Repetir el proceso para 
obtener una segunda fracción de proteína purificada (eluido2). Conservar la 
proteína -80oC. 
 
7.7.2 Expresión y purificación de Calmodulina 
  La Calmodulina es una proteína termo-resistente y se aprovecha 
esta cualidad para su purificación. Se clonó en el plásmido pET20 que 
incorpora el promotor Plac inducible por IPTG pero no incorpora el GST para 
la purificación El lisado se obtiene de la misma forma que en el apartado 
anterior y la purificación se lleva a cabo por ciclos sucesivos de hervido–frío. 
La purificación se monitoriza por azul de Coomassie. 
7.8  “Pull-down” de proteínas 
Esta técnica se utiliza para comprobar la interacción de proteínas y 
se basa en la capacidad de éstas para unirse. Para ello ha sido necesario la 
obtención de la proteína recombinante (Ckk2:GST) y en el caso de 
calmodulina hemos usado las bolas comerciales de STRATAGENE. La unión 
  
61 
de las proteínas se realizó bajo las siguientes condiciones Tris 50 mM pH 7.4, 
KCl 150 mM, CaCl2 0,5 mM y la condiciones control (no unión) Tris 50 mM 
pH 7.4, KCl 150 mM, EGTA 5 mM. Se incuba dos horas y luego se realizan 
tres lavados con las mismas soluciones respectivamente. Finalmente se 
eluye con tampón de muestra, se carga en un gel de poliacrilamida y se hace 
la tinción de azul de comassie para observar los resultados. 
8. Técnicas de manipulación de RNA 
8.1 Extracción de RNA 
El RNA total se extrae utilizando el kit comercial RNeasy plus mini kit 
de acuerdo con las  instrucciones del fabricante específicas para el trabajo 
con levaduras (Qiagen, Crawley, UK). Dado que el RNA es una molécula muy 
sensible a la degradación por parte de RNasas, es imprescindible la 
utilización de guantes y la utilización de material doblemente autoclavado. 
La concentración y calidad del RNA total extraído se lleva a cabo utilizando 
un espectrofotómetro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Walthman, 
MA). 
8.2 Análisis de la expresión génica por Real-Time PCR 
Como paso previo a la Real Time se realiza una retro-transcripción. 
La técnica de RT-PCR consta de una reacción de síntesis de la primera 
cadena de cDNA a partir de mRNA, seguida de una amplificación específica. 
1 μg de mRNA se retro-transcribe en presencia de 2 μl de random primers 
10X, 0,8 μl de dNTPs 25X, 1 μl de retro-transcriptasa 50 U/μl, 2 μl de tampón 
10X en un volumen final de 20 μl tal y como indica el fabricante (Applied 
Biosystems) La mezcla se incuba en un termociclador a 25ºC durante 10 
minutos y seguidamente a 37ºC durante 2 horas. La cuantificación del cDNA 
se llevó a cabo por duplicado en un termociclador Mx3000p qPCR 
(Stratagene) usando Express SYBR® GreenERTM qPCR Supermix Universal 
(Invitrogen). La reacción se llevó a cabo a 95°C for 10 minutos seguido de 40 
ciclos del siguiente programa: 95°C durante 30 segundos, 60°C durante 30 
segundos y 72°C durante 1 minuto. Los oligonucleótidos utilizados para la 
amplificación por Real-Time PCR se indican en el apartado 1.7 de materiales 
y métodos. El gen cdc2 que codifica para la quinasa dependiente de ciclina 
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Cdc2 se utilizó para la normalización. Los datos que se muestran son 
representativos de mínimo 3 experimentos. 
9. Microscopía  
9.1 Microscopía de epifluorescencia  
Para observar las células, se realizó la tinción de calcofluor según el 
protocolo descrito para la levadura de fisión (Alfa et al. 1993) se lavaron con 
PBS y se tiñeron con calcofluor. Para visualizar las células se utilizó el 
microscopio de epifluorescencia: Leica DMI 6000B. 
9.2 Análisis de imágenes  
Las imágenes se procesaron con los programas Image J, MultiGauge 
y Adobe Photoshop. Para el análisis de los datos se utilizó Microsoft Excel. 
 
  
 
RESULTADOS  
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1. Análisis de la secuencia y la actividad de Ckk2 
1.1 Análisis de la secuencia  
A través de un alineamiento de secuencias de algunas quinasas 
pertenecientes a estas familias, tanto de humanos como de S. pombe, 
corroboramos que Ckk2 presenta homología de secuencia con esta familia 
de quinasas y que presenta los dominios ya descritos para las quinasas 
(Hanks et al. 1988), así como los aminoácidos conservados para esta familia 
de quinasas (Figura 19). El subdominio VI contiene el dominio catalítico 
general de las quinasas (HRDLKPXXN) y observamos que el dominio 
específico consenso para las CAM quinasas es [I/V][I/V]IHRD[I/L]KPXN[I/L]L. 
 
 
Figura 19. Alineamiento de las secuencias de quinasas pertenecientes a la 
familia de las CAM quinasas; CAMKIV, CAMKI, CAMKK1, CAMKK2 humanas, 
y CMK1, SSP1, CKK2 de S. pombe. En gris se encuentran destacados los 
subdominios descritos para las quinasas con los residuos conservados. 
Enmarcado en rojo se encuentra el bucle de activación de las CAM 
quinasas. 
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1.2 Análisis de la actividad de Ckk2 frente a Ca 2+ y CaM 
1.1.1 Unión de Ckk2 y CaM 
La quinasa Ckk2 presenta homología de secuencia con la familia de 
las CaM quinasas por ello quisimos comprobar si es una proteína de unión a 
calmodulina. Para determinar si existe interacción entre las proteínas 
realizamos un ensayo de pull down; tanto en presencia de Ca2+ y el agente 
quelante de Ca2+, EGTA. Como se puede observar en la Figura 20 la proteína 
Ckk2 se une a calmodulina en presencia de Ca2+, y dicha interacción se ve 
interrumpida por EGTA. Es decir la unión Ckk2-CaM es dependiente de Ca2+; 
confirmando que la Ckk2 es una CaM quinasa no solo por la homología de 
secuencia sino también por su interacción con el complejo Ca2+/CaM. 
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1.1.2 Actividad de Ckk2 dependiente de Ca2+/CaM sobre Cmk1 
Nos planteamos analizar la actividad de Ckk2 mediante un ensayo 
quinasa in vitro utilizando como sustrato la quinasa Cmk1. El resultado de 
este ensayo tendrá dos finalidades, por una parte determinar si la actividad 
de Ckk2 depende de Ca2+ y CaM; y por otra parte si Cmk1 es un sustrato 
directo de Ckk2. Tal como se ha descrito en antecedentes, la fosforilación y 
regulación de Cmk1 en respuesta a Ca2+dependen de la quinasa Ckk2 in vivo, 
por tanto era necesario examinar si dicha fosforilación era directa. Para 
realizar el ensayo quinasa in vitro  utilizamos las proteínas recombinantes 
Ckk2 y el sustrato Cmk1-K60A (Cmk1KA), que presenta la mutación en la K60 
que tiene como resultado una quinasa catalíticamente inactiva (Rasmussen 
2000) pues Cmk1 es capaz de auto-fosforilarse in vitro. También utilizamos 
como sustrato la Cmk1-K60A-T192A (Cmk1KATA) la cual además de ser 
catalíticamente inactiva presenta la T192 mutada a alanina. La T192 es la 
homóloga a la T177 de la CAMKI humana que es fosforilada por la CAMKK. 
Como observamos en la Figura 21, Ckk2 es capaz de fosforilar a Cmk1 in vitro 
y dicha fosforilación se ve fuertemente disminuida en el mutante no-
fosforilable Cmk1KATA, sugiriendo que así como la CAMKK fosforila a CAMKI 
en la T177, la quinasa Ckk2 fosforila a Cmk1 en la T192. También pudimos 
determinar que la actividad de Ckk2 depende de Ca2+ y CaM; pues en 
presencia de EGTA desaparece la fosforilación de Cmk1KA (Figura 21).  
Como parte de la caracterización de la actividad quinasa realizamos 
ensayos con la quinasa recombinante Ckk2 y el sustrato general de quinasas 
MBP (myelin basic protein). Observamos que Ckk2 se auto-fosforila in vitro y 
que esta auto-fosforilación es más intensa en ausencia de Ca2+ y CaM, pues 
añadirle dichos compuestos la banda desaparece, de la misma manera que 
en presencia de EGTA. Además observamos que la fosforilación del sustrato 
MBP es muy tenue ya sea con o sin Ca2+ y CaM, indicando la especificad de 
nuestra quinasa Ckk2 sobre el sustrato Cmk1 (Figura 22). 
FIGURA 20. Ckk2 es una proteína 
de unión a CaM dependiente de 
Ca2+. La proteína recombinante 
Ckk2 (carril 1) se incubó con la 
proteína CaM en presencia de 
Ca
2+
 (carril 2) y como condición 
control se incubó con el agente 
quelante de calcio EGTA (carril 3). 
1 2               3
Ckk2
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FIGURA 21. Ckk2 Fosforila a Cmk1 in vitro. La quinasa Ckk2 y los sustratos 
catalíticamente inactivo Cmk1KA y el no fosforilable Cmk1KATA fueron 
expresados en E. coli y se incubaron en presencia de CaM y Ca2+, o EGTA 
como control de la reacción. 
Ckk2 + + + + + +
CaM + + + + + +
Cmk1 KA - + - - + -
Cmk1 KATA - - + - - +
Ca2+ + + + - - -
EGTA - - - + + +
Coomassie blue
Ckk2
Cmk1
Auto radiografía
Ckk2
Cmk1
FIGURA 22. Ckk2 no fosforila al sustrato MBP. La quinasa Ckk2 y el sustrato 
universal MBP se incubaron en presencia de CaM y Ca2+, o EGTA como 
control de la reacción. 
Ckk2 + + + + + + + + +
CaM - + + - + + - + +
MBP - - - + + + - - +
Ca2+ - + + - + + - - -
EGTA - + - - - - + + +
Auto radiografía
Ckk2
MBP
Coomassie blue
Ckk2
MBP
CaM
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2. Respuesta del mutante Δcck2 frente a diferentes 
tipos de estrés y condiciones celulares 
Con el fin de caracterizar en mayor profundidad la quinasa Ckk2 y 
averiguar si presenta otras funciones además de la descrita en repuesta a 
calcio (Cisneros-Barroso et al. 2014), analizamos la respuesta del mutante 
Δcck2 frente a distintos tipos de estrés y condiciones celulares. 
2.1 Respuesta del mutante Δckk2  frente a agentes y drogas 
que afectan las funciones celulares 
Las alteraciones en el crecimiento observadas en respuesta a una 
condición particular implican que la proteína delecionada está 
potencialmente involucrada en la mediación de las señales que tienen lugar 
en la respuesta celular frente al factor de estrés en cuestión. Por lo tanto, se 
evaluó el crecimiento del mutante Δckk2 en presencia de diferentes tipos de 
estrés que comprometen la mayoría de las funciones celulares. Para ello, el 
medio YES fue suplementado con agentes que causan estrés salino (KCl, 
NaCl), agentes osmóticos (sorbitol), agentes oxidantes (peróxido de 
hidrógeno), agentes que inhiben la replicación del DNA (hidroxiurea: HU), 
agentes que causan daño al DNA (camptotecina: CPT), agentes 
despolimerizadores de microtúbulos (tiabendazol, TBZ), inhibidores de la 
polimerización de actina (latrunculina B, LatB), agentes que dañan la pared y 
membranas (calcofluor, SDS).  
 
wt
Δckk2
TBZ 17,5 ug/ml
Calcofluor 500 ug/ml LatB 2 uM
YES
wt
Δckk2
FIGURA 23. Ensayo de viabilidad en placa de la deleción de ckk2. Se 
hicieron diluciones seriadas de los cultivos exponenciales de las cepas wt 
y Δckk2, se sembraron en placas de YES con diferentes tratamientos. Se 
dejaron crecer de 48 - 72 h. 
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Encontramos que la deleción de ckk2 comprometía ligeramente la 
viabilidad en presencia del agente depolimerizador de microtúbulos TBZ. 
También se observó que el mutante Δckk2 era sensible Latrunculina, y por el 
contrario resistente a altas concentraciones de calcofluor (Figura 23). 
2.2 Ckk2 y la respuesta a deprivación por nutrientes  
2.2.1 Respuesta del mutante Δckk2 frente a deprivación de glucosa 
(EMM-G) 
Trabajos anteriores han determinado la importancia de la CAMKK 
Ssp1 en S. pombe (Hanyu et al. 2009), en condiciones de deprivación de 
glucosa. El mutante delecionado del gen de ssp1 detiene su crecimiento a 
concentraciones de 0.1% de glucosa en el medio. Para analizar si Ckk2, así 
como Ssp1, es susceptible al crecimiento en condiciones deficientes de 
glucosa decidimos hacer un ensayo a diferentes concentraciones de glucosa 
(0.02%, 0.1% y 2%) y observar la viabilidad de las células wild type, Δckk2 y 
Δssp1. 
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FIGURA 24. Ckk2 no es indispensable para el crecimiento celular en condiciones de 
deprivación por glucosa. Las cepas wild type, Δckk2 y Δspp1 fueron crecidas en medio 
EMM conteniendo 2%, 0.1% y 0.02% de glucosa a 26oC, y se midió el incremento en el 
número de células. 
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Como observamos en la Figura 24 el crecimiento de la cepa Δckk2 
sigue la misma pauta que la cepa wild type en las distintas concentraciones 
de glucosa, a diferencia de Δssp1 cuyo crecimiento se detiene a 0.1%, tal 
como ha sido descrito anteriormente (Hanyu et al. 2009). En la Figura 25 se 
puede observar con más detalle el crecimiento de las cepas wild type y 
Δckk2 en tiempos más prolongados, encontramos que ambas cepas tienen el 
mismo comportamiento; es decir que a pesar de la deficiencia en glucosa 
son capaces de crecer. 
 
 
Análisis del fenotipo del mutante Δckk2 en EMM-G 
A pesar de que las células Δckk2 presentaran un crecimiento similar 
a las células normales, decidimos observar el fenotipo del mutante Δckk2 en 
deprivación por glucosa. Realizamos un seguimiento en el tiempo de cultivos 
en medio mínimo (EMM) a 0.1% de glucosa tanto de las cepas wild type y 
Δckk2 a 4, 8, 12 y 24 horas, medimos el número de células, el índice de 
septación y observamos las células con la tinción de calcofluor. En la Figura 
26 se observa que el comportamiento de la cepa Δckk2, como ya habíamos 
visto en el experimento anterior, es muy semejante a la cepa wild type en 
cuanto al aumento en el número de células a lo largo del tiempo. Sin 
embargo observamos un aumento en el índice de septación entre las 4 y 12 
horas en deprivación en la cepa Δckk2que no existe en la cepa wild type. 
Después de 24 horas alcanza el mismo valor que las células wild type; podría 
indicarnos que el mutante Δckk2 tiene un defecto en la citocinesis que 
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FIGURA  25. El crecimiento del mutante Δckk2 es semejante al de la cepa 
wild type en medio bajo en glucosa. Las cepas wild type, Δckk2 fueron 
crecidas en medio EMM conteniendo 0.1% de glucosa a 26
o
C, y se midió el 
incremento en el número de células. 
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ocasione un retraso en el proceso de división celular ocasionando un 
incremento en el índice de septación. También cabe destacar que los septos 
no presentan la misma morfología en las dos cepas. 
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FIGURA 26. La células Δckk2 muestran un aumento en el índice de septación a 
diferencia de las células wild type. Cultivos exponenciales fueron colocados en 
medio EMM conteniendo 0.1% de glucosa a 26oC, y se midió el índice de 
septación. 
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Expresión de Ckk2 en condiciones de deprivación por glucosa 
Decidimos analizar que sucede con la proteína en las condiciones de 
deprivación por glucosa. Para ello La cepa Ckk2-HA fue crecida en medio 
mínimo EMM y luego transferida un medio con bajos niveles de glucosa 
EMM-G (Glucosa 0,1%) y cogimos muestras a 4, 8, 12, 24 y 48 horas, y se 
realizó el western blot. Como se puede observar en la Figura 27 los niveles 
de Ckk2 aumentan en respuesta a deprivación por glucosa 4 horas después 
de hacer el cambio de medio. Este incremento se mantiene progresivamente 
hasta las 24 horas momento en el que se aprecia una banda de movilidad 
electroforética retardada (10 kDa aproximadamente) que aumenta hasta las 
48 horas. 
 
 
 
 
 
Ckk2
Cdc2
0        4        8      12     24     48 
wt
Horas EMM-G
FIGURA 27. La expresión de Ckk2 está regulada positivamente en condiciones de 
deprivación por glucosa. El cultivo exponencial de la cepa ckk2-HA se creció en 
medio EMM-G y se cogieron muestras a los tiempos indicados. Se realizó el 
western blot anti HA para la proteína Ckk2 y anti-PSTAIR para el control de carga 
Cdc2. 
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2.2.2 Respuesta del mutante Δckk2 frente a deprivación de nitrógeno 
(EMM-N) 
La función de las CAMKK en mamíferos está relacionada con la 
respuesta al AMPc, y la captación de glucosa. Quisimos saber si, así como 
Ssp1 era importante para el crecimiento en condiciones de deprivación por 
glucosa, esta otra CAMKK de S. pombe podría estar implicada en la respuesta 
a estrés de nitrógeno. 
Para determinar si Ckk2 es indispensable para el crecimiento en 
deprivación de nitrógeno hicimos un ensayo como al de estrés por glucosa, 
pero a diferencia el medio que se utiliza es completamente libre de 
nitrógeno (EMM-N). En la Figura 28 podemos observar el crecimiento de 
ambos tipos celulares, los ratios del incremento de número de células se 
comportan de manera semejante, aunque es posible observar que las 
células delecionadas para ckk2 son ligeramente más bajos en comparación al 
wild type. 
 
 
 
Análisis del fenotipo de las células Δckk2 en medio deficiente en 
nitrógeno 
Al observar que hay una ligera diferencia en el crecimiento 
decidimos observar el fenotipo del mutante Δckk2 en condiciones de 
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FIGURA 28. El crecimiento del mutante Δckk2 es semejante al de la cepa wild type 
aunque es ligeramente menor a lo largo del tiempo.  Las cepas wild type y Δckk2 
fueron crecidas en medio EMM y luego transferidas a medio EMM-N a 26oC,  se 
midió el incremento en el número de células. 
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deprivación de nitrógeno a través de la tinción con calcofluor y además 
medimos el índice de septación. Como podemos observar en la Figura 29 el 
mutante Δckk2 presenta un elevado índice de septación en deprivación de 
nitrógeno. Es apreciable la gran diferencia en el índice de septación, a partir 
de las 24 horas la cepa Δckk2 alcanza un valor de 26±10 mientras que la 
cepa wild type tiene un valor de 0 (Figura 30). 
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FIGURA 29. El mutante Δckk2 presenta un alto índice de septación en condiciones 
de deprivación por nitrógeno. Cultivos exponenciales de las cepas wild type y 
Δckk2 fueron colocados en medio EMM-N e incubados a 26oC, se recogieron 
puntos a las horas indicadas. 
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Expresión de ckk2 en condiciones de deprivación de nitrógeno 
Dado el elevado índice de septación que presenta el mutante 
delecionada para el gen decidimos analizar la expresión de ckk2 en 
condiciones de deprivación de nitrógeno. La cepa wild type fue crecida en 
medio EMM y luego transferida a un medio sin nitrógeno (EMM-N). Se 
tomaron muestras a los tiempos 0, 6, 16 y 24 horas. En la Figura 31A 
observamos que los niveles de RNA mensajero de ckk2 aumentan a partir de 
las 6 horas de deprivación de nitrógeno y se mantiene casi constante desde 
las 16 horas hasta las 24 horas, las diferencias a nivel de expresión entre el 
punto cero y las 24 horas se observa en la figura 39B siendo 
estadísticamente significativo (p value <0.05).  
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FIGURA 30. El mutante Δckk2 presenta un alto índice de septación en condiciones 
de deprivación por nitrógeno. Los valores son estadísticamente significativos (p 
value<0.001). 
FIGURA 31. La expresión de ckk2 está regulada positivamente a nivel 
transcripcional en condiciones de deprivación de Nitrógeno. El cultivo exponencial 
fue colocado en medio EMM-N y se tomaron muestras a las 0, 6, 16, y 24 horas. 
(a) Incremento en los niveles de mRNA de ckk2. (b) Niveles de mRNA de ckk2 a las 
0 y 24 horas en EMM-N. 
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Al observar estos resultados decidimos analizar también el nivel 
proteico de Ckk2. Para ello La cepa Ckk2-HA fue crecida en medio mínimo 
EMM y luego transferida un medio con bajos niveles de glucosa EMM-G 
(Glucosa 0,1%) y cogimos muestras a 4, 8, 12, 24, 48 y 72 horas; y se realizó 
el western blot. Encontramos que el aumento transcripcional se encuentra 
reflejado en un aumento a nivel proteico; el nivel de proteína aumenta a 
partir de las 6 horas de igual manera que lo hace el RNAm, y se observa un 
mayor incremento proteína a partir de las 16 horas. Así como en deprivación 
de glucosa observamos una banda de movilidad electroforética retardada 
(10 kDa aproximadamente) que aumenta a partir de las 16 horas (Figura 32). 
 
 
 
2.3 Estudio de la modificación post-traduccional de Ckk2 en 
condiciones de deprivación de nutrientes 
Tanto en las condiciones de deprivación por glucosa y nitrógeno 
observamos que la proteína Ckk2 sufre una modificación post-traduccional, 
encontrando una banda de movilidad electroforética retardada 
aproximadamente unos 10 kDa arriba (Figuras 27 y 32); debido al aumento 
en el tamaño de la proteína, pensamos que se podría tratar de una 
modificación por ubiquitina o por sumo (Pmt3 en S. pombe). La modificación 
por ubiquitina la descartamos después de obtener resultados negativos 
utilizando diferentes anticuerpos anti-ubiquitina (datos no mostrados). Por 
Ckk2
Cdc2
0             6           16        24           48        72 
wt
Horas EMM-N
FIGURA 32. Los niveles de Ckk2 incrementan en condiciones de deprivación de 
nitrógeno. El cultivo exponencial fue colocado en medio EMM-N y se tomaron 
muestras a las 0, 6, 16, 24, 48 y 72 horas. El western blot se realizó con 
anticuerpo anti-HA para detectar Ckk2 y anti-PSTAIR para el control de 
carga Cdc2. 
  
78 
tanto nos centramos en la modificación por sumo. Examinamos la secuencia  
de Ckk2 a través de programas  informáticos como SUMOPLOT, JASSA y See 
SUMO; encontramos que la lisina K202 es un aminoácido candidato de ser 
sumoilado y con una alta probabilidad. Las lisinas K69 y la K251 también 
podrían ser candidatos aunque presentan baja probabilidad de ser 
sumoilados (Figura 33). El programa GPS-SUMO destaca además un motivo 
de interacción con Sumo (sumo interaction motif) en la secuencia 267-LIVYA-
271, adyacente a la K202, aunque otros programas no lo determinan como 
tal. Cabe mencionar que según el alineamiento de secuencias con proteínas 
homólogas de mamíferos esta lisina se encuentra bastante conservada 
aunque en este caso se ha descrito como un sitio probable de modificación 
por ubiquitina. 
2.3.1 Expresión de Ckk2 en una cepa delecionada para el gen que 
codifica sumo  
Dada a la alta probabilidad de que la proteína Ckk2 sea modificada por 
sumo (Pmt3) según los programas informáticos, decidimos realizar el 
seguimiento de la proteína en la cepa Δpmt3 en deprivación de nitrógeno. 
Como observamos en la Figura 34 la banda de Ckk2 que aparece en 
condiciones de deprivación por nitrógeno a partir de aproximadamente las 
16 horas se encuentra ausente en la cepa Δpmt3. Esto nos indica que la 
FIGURA 33. Ckk2 tiene la secuencia consenso en la K202 de la modificación por 
SUMO según el programa JASSA (Beauclair et al. 2015). La primera columna de la 
gráfica muestra  las lisinas de Ckk2, la segunda la secuencia que incluye la lisina y 
a continuación el grado de consenso con las secuencias de sumoilación definidas 
teóricamente. 
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modificación post-traduccional de Ckk2 en condiciones de deprivación por 
nutrientes es una sumoilación.  
 
 
2.4 Posibles Reguladores de Ckk2 
En la literatura está descrito que las proteínas GSK3, PKA y CDK5, y 
CK regulan la CAMKK (Racioppi & Means 2012), por tanto decidimos 
observar que sucedía con los mutantes de las proteínas homólogas en S. 
pombe. 
2.4.1 Proteína quinasa GSK3 
Está descrita como la homologa de la GSK3 (glycogen synthase 
kinase) en mamíferos, Gsk3 no es esencial en S. pombe y está implicada en la 
regulación de la mitosis y la segregación cromosómica. La proteína GSK3 
humana fosforila a la CAMKK2 en el extremo N-terminal en las S129, S133 y 
S137, estas fosforilaciones son importantes para la actividad autónoma de la 
CAMKK2. Si bien este extremo no se encuentra conservado en la Ckk2 
quisimos observar que sucedía con la doble mutación, es decir si la doble 
mutación tenía algún efecto sobre el índice de septación en el mutante 
Δckk2. Para este estudio utilizamos las cepas Δgsk3, Δckk2, wild type y el 
doble mutante  Δgsk3 Δckk2. Los cultivo exponenciales de las cepas fueron 
crecidos en medio mínimo, y se transfirieron a un medio EMM-N, a 
continuación medimos los mismos parámetros que hemos utilizado hasta el 
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FIGURA 34. Expresión de Ckk2 en el mutante Δpmt3. Los cultivos exponenciales de 
las cepas wild type y Δpmt3 fueron colocados en medio EMM-N y se tomaron 
muestras a las 0, 16 y 24 horas El western blot se realizó con anticuerpo anti-HA 
para detectar Ckk2 (Ckk2 y Ckk2-sumo) y anti-PSTAIR para el control de carga 
Cdc2. 
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momento, el número de células y el índice de septación. En la figura 35A 
podemos observar que el incremento en el número de células no cambia en 
el doble mutante con respecto al simple mutante Δckk2, por el contrario el 
índice de septación tiene un valor intermedio, es decir no es tan alto como el 
del mutante Δckk2 pero tampoco como el del mutante Δgsk3 (Figura 35B). 
Además el fenotipo de las células del doble mutante son ligeramente más 
grandes que los mutantes simples en condiciones de EMM-N; siendo más 
alargadas con respecto a los simples mutantes y la cepa wild type (Figura 
35C). En el análisis de la proteína Ckk2 a través del western blot no 
observamos diferencias entre la cepa wild type y Δgsk3 (Figura 35D). 
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FIGURA 35. Análisis de Gsk3 como posible regulador de Ckk2. Los cultivos fueron 
crecidos en medio mínimo EMM y transferidos a un medio EMM-N. (a) Ratio del 
incremento en el número de células. (b) Índice de Septación. (c) Tinción en 
calcofluor de las cepas wt, Δckk2, Δgsk3 y Δgsk3 Δckk2 y porcentajes de 
septación (d) Análisis de la expresión de Ckk2 en una cepa wild type y Δgsk3 
mediante western blot con anti-HA para detectar Ckk2 y anti-PSTAIR para el 
control de carga Cdc2. 
 
  
  
81 
2.4.2 Subunidad catalítica de la proteína quinasa dependiente del 
AMPc, Pka1 
Además de la proteína Gsk3, Pka1 también está implicada en la 
fosforilación de la CAMKK2 en las S129, S133 y S137. Pka1 de S. pombe está 
implicada en la respuesta a los cambios de glucosa en el medio. Pues 
controla la represión transcripcional de genes de respuesta a deprivación de 
glucosa, por otra parte esta descrito que el mutante Δpka1 es viable en 
deprivación por nitrógeno y presenta un índice de septación bajo en estas 
condiciones. Por tanto decidimos observar los parámetros de índice de 
septación, número de células y fenotipo de los mutantes Δpka1, Δpka1 
Δckk2 en condiciones de deprivación de nitrógeno. 
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FIGURA 36. Análisis de Pka1 como posible regulador de Ckk2. Los cultivos fueron 
crecidos en medio mínimo EMM y transferidos a un medio EMM-N. (a) Ratio del 
incremento en el número de células. (b) Índice de Septación. (c) Tinción en 
calcofluor de las cepas wt, Δckk2, Δpka1 y Δpka1 Δckk2 y porcentajes de 
septación (d) Análisis de la expresiónd e Ckk2 en una cepa wild type y Δgsk3 
mediante western blot con anti-HA para detectar Ckk2 y anti-PSTAIR para el 
control de carga Cdc2. 
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En la figura 36A observamos que el incremento en el número de 
células, tanto los mutantes simples como el doble, es más bajo con respecto 
al wild type. El índice de septación del mutante simple  Δpka1 es semejante 
al de la cepa wild type (Figura 36B), mostrando un índice de septación de 
1%, mientras que el doble mutante Δpka1 Δckk2 muestra un valor 
intermedio con respecto a los mutantes simples. El fenotipo de las células 
del doble mutante es semejante al mutante simple Δpka1 (figura 36C). Al 
analizar la proteína Ckk2 en la cepa Δpka1 observamos que la banda 
correspondiente a la sumoilación de Ckk2 está presente desde el punto cero 
(figura 36D). 
2.4.3 Proteína quinasa Hhp1 
Homóloga a la Caseína Quinasa I (CKI) de mamíferos, y está implicada en 
el proceso de reparación del ADN.El mutante Δhhp1 presenta una 
morfología alargada y además un índice de septación incrementado en 
condiciones de deprivación de nitrógeno por ello decidimos observar que 
sucede con el doble mutante Δhhp1 Δckk2. Los cultivos exponenciales de las 
cepas Δhhp1, Δckk2 y Δhhp1 Δckk2 fueron crecidos en medio EMM y 
transferidos a EMM-N. Se midió el incremento en el número de células y el 
índice de septación. En la Figura 37A observamos que el crecimiento de las 
cepas mutantes es ligeramente menor que la cepa wild type. En la figura 37B 
se observa que el índice de septación del mutante Δhhp1 es más alto que la 
cepa wild type aunque no alcanza el valor que el de la cepa Δckk2; además 
observamos células alargadas 24 horas después de ser transferidas a un 
medio deficiente en nitrógeno y además no consiguen reducir el tamaño 
celular(Figura 37C); el índice de septación es de 11% y, el doble mutante de 
11.5% (Figura 37B), hay que mencionar que en el doble mutante Δhhp1 
Δckk2 se observan células con dos o 3 septos característica no observada en 
el simple mutante Δckk2. De la figura 37D podemos decir que no hay 
diferencias apreciables en cuanto a la cantidad de proteína, si bien los 
western no son comparables debido a la diferencia en el control de carga se 
puede pensar que no existe diferencia a nivel proteico en la cepa Δhhp1 con 
respecto a la cepa wild type . 
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2.5 Ckk2 y el inhibidor de Calcineurina FK506 
Complementario al estudio de sensibilidades y dado que 
calcineurina ha sido implicada en la citocinesis (Yoshida et al. 1994) y, 
además, hemos descrito que Ckk2 regula negativamente el eje calcineurina-
Prz1 (Cisneros-Barroso et al. 2014), quisimos observar que sucedía con el 
mutante Δckk2 cuando se le añade el inhibidor de calcineurina. Para ello los 
cultivos exponenciales de la cepa wild type y Δckk2 fueron crecido en medio 
rico hasta alcanzar una OD de 0.3 y agregamos FK506 a una concentración 
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FIGURA 37. Análisis de Hhp1 como posible regulador de Ckk2. Cultivos 
exponenciales fueron crecidos en medio mínimo EMM y transferidos a un medio 
EMM-N. (a) Ratio del incremento en el número de células. (b) Índice de 
Septación. (c) Tinción en calcofluor de las cepas wt, Δckk2, Δhhp1 y Δhhp1 Δckk2 
y porcentajes de septación (d) Análisis de la expresión de Ckk2 en una cepa wild 
type y Δgsk3 mediante western blot con anti-HA para detectar Ckk2 y anti-
PSTAIR para el control de carga Cdc2. 
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de 5ug/ml. Evaluamos el índice de septación y el número de células a las 3 y 
6 horas. En la Figura 38A podemos observar que la viabilidad del mutante 
Δckk2 se encuentra comprometida frente al inhibidor de calcineurina FK506 
y en la figura 38B observamos que el incremento en el número de células 
también está afectado en el mutante Δckk2 en presencia del inhibidor, en 
cambio la cepa wild type es capaz de crecer casi normalmente en presencia 
de la droga. El índice de septación del mutante Δckk2 se encuentra 
incrementado, a diferencia de la cepa wild type, alcanzando unos valores de 
hasta 60% (Figura 38C). Calcineurina ha sido implicada en la citocinesis, 
nosotros encontramos que la droga inhibidora de calcineurina retrasa la 
citocinesis en la cepa Δckk2 simulando el fenotipo que observamos en 
condiciones de deprivación de nutrientes pero en crecimiento exponencial. 
Además es posible observar células alargadas y algunas de ellas, en un 
porcentaje muy bajo, presentan 2 o incluso 3 septos (Figura 38D). 
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FIGURA 38. Inhibición de calcineurina en cepas wild type y Δckk2. Cultivos de las 
cepas wild type y Δckk2 fueron crecidos en medio rico hasta alcanzar una OD de 
0.3 (A) Ensayo de viabilidad en placa. (B) A los cultivos líquidos se le añadió 
FK506 5ug/ml y se cogieron puntos a las 3 y 6 horas para medir el incremento 
en el número de células. (c) Índice de Septación. (D) Tinción en calcofluor a las 
6 horas. 
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3. Identificación  de Nuevos Sustratos de la quinasa 
Ckk2 
3.1 Identificación de sustratos de la quinasa Ckk2 en 
respuesta a Ca2+ 
Con la finalidad de determinar si Ckk2 tenía otros sustratos además 
de Cmk1 decidimos realizar un análisis de fosfo-péptidos en estrés por Ca2+. 
Para ello crecimos las cepas wild type y la cepa delecionada para ckk2 en 
medio rico y agregamos Ca2+ (CaCl2 100mM). Los extractos proteicos fueron 
digeridos y pasaron por un proceso de enriquecimiento de fosfopéptidos, 
luego se analizaron por espectrometría de masas (Plataforma de 
Proteómica- Parc Cientific). A partir de la información obtenida desde 
proteómica, hicimos un análisis de los péptidos que se encontraban 
fosforilados en la cepa wild type y no lo estaban en el mutante Δckk2 (Figura 
39, Tabla A en anexos). Encontramos que los genes que regulan el ciclo 
celular están ampliamente representados (26%) y tal como se esperaba de la 
respuesta a Ca2+, se activan cascadas de señalización (16%). También 
encontramos proteínas implicadas en la organización del citoesqueleto 
(14%), regulación de la transcripción (13%), regulación de la transducción de 
señales de la vía de Ras (12%), regulación de la biogénesis de componentes 
celulares (1%), y también proteínas de respuesta a estímulos abióticos y de 
respuesta a sustancias inorgánicas (2% cada una de ellas). 
 
FIGURA 39. Ckk2 está implicada en la señalización de numerosos procesos 
celulares. Cultivos de las cepas wt y Δckk2 fueron tratadas con CaCl2. Las muestras 
pasaron por un enriquecimiento de fosfopéptidos y fueron analizadas por 
espectrometría de masas. Las proteínas fosforiladas dependientes de Ckk2 se 
clasificaron a través de Gene ontology, análisis realizado con el programa DAVID. 
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El análisis se realizó también para determinar la ubicación celular de 
las proteínas enriquecidas en nuestra muestra. Observamos que un 54% de 
las proteínas se encuentran en estructuras celulares no envueltas por 
membrana, esto quiere decir estructuras citoplasmáticas, complejos 
proteicos, etc. Por otra parte un grupo bastante representativo se encuentra 
en el lugar de división celular 34%, además encontramos un 5% de proteínas 
ubicadas en la cara interna de la membrana, y del complejo de 
remodelamiento de la cromatina. Un 1% se encuentra en los polos de 
crecimiento (Figura 40). 
 
3.1.1 Respuesta a Ca2+de los posibles sustratos de Ckk2 
Dado que los péptidos analizados por espectrometría de masas fueron 
encontrados en condiciones de estrés por Ca2+, decidimos hacer un ensayo 
de sensibilidad al ion con mutantes de algunas de las proteínas identificadas, 
en especial las que están implicadas en la organización del citoesqueleto, 
citocinesis y crecimiento polarizado (Tea4, Kin1, Rgf2, Myo2, Tip1, Par1, 
Klp6, Gef2, Mid2, Mod5, Mok12), señalización celular (Rga6, Gyp51, Pzh1, 
Pli1, Cgs1, Fab1, Sck2, Asp1, Gsk3, Hhp1, Pka1, Sec72, Cta3) o que estén 
implicadas en la respuesta a  calcio (Cta3) y nitrógeno (Oca2). Como 
observamos en la figura 41 el mutante Δpzh1 presenta resistencia al calcio 
de forma similar a Δckk2; y los mutantes Δtea4, Δtip1, Δkin1 y Δpka1 
mostraron viabilidad semejante a la cepa wild type en presencia de calcio. El 
resto de mutantes son más resistentes que la cepa wild type pero menos 
que Δckk2. 
FIGURA 40. La función de Ckk2 modifica proteínas que conforman 
estructuras dentro de la célula y del lugar de división celular. 
Clasificación por localización celular, análisis realizado con el 
programa DAVID. 
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CaCl2 30 mM CaCl2 60 mMYES
wt
Δckk2
Δtea4
Δcta3
Δrga6
Δgyp51
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CaCl2 30 mM CaCl2 60 mMYES
FIGURA 41. Ensayo de viabilidad de posibles sustratos de Ckk2 en estrés 
por Ca
2+
. Los cultivos celulares crecieron hasta alcanzar una OD de 0.3 y 
luego se hicieron diluciones seriadas y se inocularon en placas, las 
placas se incubaron a 30oC 48-72h. 
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3.1.2 Respuesta a diferentes estreses y agentes de los mutantes 
seleccionados  
De todos los posibles sustratos de Ckk2 nos hemos centrado en 
aquellos que estén implicados en la regulación del citoesqueleto debido al 
fenotipo que presenta el mutante Δckk2 en los ensayos de viabilidad en 
placa frente a agentes como tiabendazol, latrunculina, calcofluor. 
Realizamos el ensayo de viabilidad de los sustratos derivados de la actividad 
de Ckk2, en la figura 42 se observa las diferentes condiciones. El mutante 
Δkin1 es sensible así como Δckk2 al agente FK506, además a latrunculina, 
tiabendazol, y comparten la resistencia a calcofluor; sin embargo la 
respuesta a estrés por calcio de estos mutantes es opuesta, mientras Δkin1 
es sensible el mutante Δckk2 es resistente. 
 
 
3.1.3 Ensayo quinasa de los posibles sustratos de Ckk2 
A partir de los ensayos ya realizados teníamos múltiples candidatos 
posibles como dianas de Ckk2, para determinar cuáles podrían ser dianas 
Lat B 1,5 uMCalcofluor 500ug/ml
Δtea4
Δtip1
Δkin1
Δpka
Δpzh1
TBZ 17,5 ug/ml
Δtea4
Δtip1
Δkin1
Δpka
Δpzh1
FK 506 Ca 15mM Ca 20 mMYES
wt
Δckk2
TBZ 17,5 ug/ml Calcofluor 500ug/ml LatB 2uM FK 506 5ug/ml
FIGURA 42. Ensayo de viabilidad a diferentes estreses de los posibles sustratos 
de Ckk2. Diluciones seriadas de los cultivos exponenciales fueron sembrados en 
placas de YES con los diferentes tratamientos. Las placas se incubaron 48-72 
horas. 
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FIGURA 43. Ensayo quinasa in vitro con los péptidos sustratos de Ckk2. Los 
péptidos fueron diluidos según las indicaciones de manufactura y se realizó 
el ensayo quinasa en presencia de Ca2+ y CaM. En negrita los sustratos que 
dieron positivo. 
directas decidimos hacer un ensayo quinasa in vitro. El ensayo fue llevado a 
cabo con péptidos sintéticos como sustratos (Figura 43), cuya secuencia se 
determinó en la espectrometría de masas, y la proteína recombinante Ckk2. 
La quinasa y los sustratos fueron incubadas con Ca2+ y CaM, dado que hemos 
demostrado que la actividad de Ckk2 es dependiente del complejo 
Ca2+/CaM, durante 30 minutos a 37oC. Realizamos una cromatografía en 
capa fina para poder separar el ATP libre de los péptidos fosforilados. Como 
se puede observar en la figura 43 la proteína Ckk2 es capaz de fosforilar a la 
fosfatasa Pzh1, la quinasa Gad8, la proteína reguladora de microtúbulos 
Tip1, la proteína organizadora del anillo contráctil Mid2; la quinasa Sid2, y las 
proteínas Sts5 y Shk1.  
 
3.2 Identificación de sustratos de la quinasa Ckk2 en 
deprivación de nitrógeno 
El aumento a nivel transcripcional y a nivel de proteína en Ckk2 en 
condiciones de deprivación por nutrientes, nos indica que esta proteína 
podría cumplir un rol en estas condiciones. Para poder determinar que 
función desempaña la quinasa Ckk2 decidimos identificar posibles substratos 
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22. Tip1-3
23. Klp6
24. Kin1-1 
25. Kin1-2
26. Kin1-3
27. Kin1-4
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32. Pck2-1
33. Pck2-2
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36. Cgs1-1
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mediante dos aproximaciones, el análisis de fosfopéptidos y mediante el 
análisis de proteínas relacionadas con Ckk2 y la respuesta a deprivación de 
nutrientes.  
Analizamos la respuesta a deprivación de nitrógeno de proteínas 
relacionadas con Ckk2 como Cmk1 y Prz1 o Ssp2 sustrato de la CAMKK Ssp1. 
De estos mutantes no encontramos ninguno que mostrara el mismo 
fenotipo que el mutante Δckk2, todos los mutantes presentaron un índice de 
septación y morfología como la cepa wild type. Otros mutantes como Δppk9, 
otra subunidad catalítica de la AMPK en S. pombe y las MAPK Δpmk1 y 
Δspk1; también fueron analizados y mostraron un fenotipo semejante a las 
células wild type (resultado no mostrado). 
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FIGURA 44. Cultivos exponenciales de las cepas Δcmk1, Δssp2, Δprz1 y las cepas  
wild type y Δckk2 como controles fueron crecidos en medio EMM y fueron 
transferidos a medio EMM-N. Se tomaron puntos a 0, 6, 16 y 24 horas. (A) Índice 
de septación. (b) Tinción en calcofluor de las mismas cepas a las 24 en EMM-N. 
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3.2.1 Análisis de fosfo-péptidos dependientes de Ckk2 en EMM-N 
Este experimento fue realizado siguiendo las mismas pautas que en 
las condiciones de estrés por calcio. Cultivos celulares de las cepas wild type 
y Δckk2 fueron crecidos en EMM y luego transferidos a medio EMM-N. 
Después de 24 horas se cogieron las muestras para el enriquecimiento de 
fosfopéptidos. A partir de la información obtenida, hicimos un análisis de los 
péptidos que se encontraban fosforilados en la cepa wild type pero no en el 
mutante Δckk2 (Figura 45). Encontramos que hay un grupo importante de 
proteínas que median el transporte celular (19%), proteínas reguladoras del 
ciclo celular (8%), proteínas implicadas en la organización del citoesqueleto 
(7%), organización cromosómica (6%), proteínas implicadas en la 
degradación dependiente de ubiquitina (6%), regulación de la transcripción 
(6%), y organización o biogénesis de la pared celular (5%). Las proteínas 
implicadas en la organización del citoesqueleto se encuentran mencionadas 
en la tabla 5, este grupo nos parece especialmente interesante debido a su 
posible relación con la modificación del fenotipo celular en las condiciones 
de deprivación de nitrógeno.  
 
 
 
 
 
 
23%
19%
11%
8%
7%
6%
6%
6%
6%
5% 3%
Biological Process  GO:0008152 metabolic process
GO:0006810 cellular transport
GO:0006464 protein modification process
 GO:1903047 mitotic cell cycle process
GO:0007010 cytoskeleton organization
GO:0051276 chromosome organization
GO:0006511~ubiquitin-dependent protein
catabolic process
 GO:0023052 - cell signaling
GO:0006351 - regulation of transcription
GO:0071554 - cell wall organization or
biogenesis
FIGURA 45 Clasificación de las proteínas sustratos de Ckk2 en respuesta a 
deprivación de nitrógeno, según su función en procesos celulares. Los 
componentes de cada proceso celular se muestran en los anexos Tabla B. 
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Con respecto a la ubicación celular de las proteínas cuya 
fosforilación es dependiente de Ckk2; encontramos que las proteínas se 
encuentran distribuidas en el citoplasma y/o núcleo (53%) y encontramos 
que algunas tiene ubicaciones más específicas como; proteínas 
componentes de la membrana (14%), proteínas del retículo endoplásmico 
(9%), proteínas que forman parte de la mitocondria (8%), proteínas que 
conforman el citoesqueleto (7%), proteínas que se encuentran en los polos 
de las células (sitio de crecimiento activo longitudinal de la célula) (5%) y 
componentes del aparato de Golgi (5%). 
 
 
GO:0007010 cytoskeleton organization
SPBC1604.20c Kinesin-like protein tea2
SPAC890.02c Microtubule protein alp7
SPBP35G2.05c Casein kinase I homolog 2 cki2
SPAC17H9.09c GTPase ras1
SPBC800.05c alpha-tubulin 2 atb2
SPBC14C8.06 Actin-related protein 2/3 complex subunit 1 arc1
SPCP1E11.02 Protein kinase ppk38
SPCC1020.02 Kinetochore protein scp7
SPCC1919.10c Myosin-52 myo52
31%
21%14%
9%
8%
7%
5%
5%
Cell Compartiment
GO:0005829 - cytosol
GO:0005634 - nucleus
O:0016021 - integral component of membrane
GO:0005783 - endoplasmic reticulum
GO:0005739 - mitochondrion
 GO:0005856 cytoskeleton
GO:0051286~cell tip
 GO:0005794 - Golgi apparatus
Tabla 5. Proteínas implicadas en la regulación del citoesqueleto,  cuya 
fosforilación depende de la actividad de Ckk2 en respuesta a deprivación 
nitrógeno. 
FIGURA 46. Clasificación de las proteínas reguladas por Ckk2 en respuesta a 
deprivación de nitrógeno,  según su ubicación celular. 
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4. Análisis del dominio consenso de fosforilación de las 
CAMKK 
La familia de las CAMKKs, a pesar de ser quinasas dependientes de 
Ca2+/CaM no siguen el consenso de fosforilación descrito para las CAMKs 
(RXXS/T). Sin embargo, el hecho de que se conozcan varios substratos de las 
CAMKKs incluido el residuo específico de fosforilación permite alinear estas 
secuencias y comparar homologías (Wen et al. 2013). Dado que uno de los 
objetivos de este trabajo era la identificación de nuevos substratos de la 
CAMKK, Ckk2, nos planteamos analizar los substratos ya conocidos de las 
CAMKKs tanto humanas como de levadura para definir un posible consenso 
de fosforilación y comprobar si está presente en los substratos identificados. 
4.1 Dominio consenso de fosforilación por CAMKKs a partir 
de los sustratos conocidos 
Alineamos las secuencias de los sustratos conocidos de CAMKKs 
tanto de mamíferos como de S. pombe, como son la CAMKIV, CAMKI, AMPK 
y, Cmk1, Spp2 y Ppk9. Al realizar el alineamiento de los sitios de fosforilación 
de las proteínas (figura 47) encontramos la siguiente secuencia 
ΦLXTXCG[T/S]PXY, donde la T fosforilada por las CAMKKs se encuentra 
después de dos aminoácidos hidrofóbicos y precede los aminoácidos CG y la 
secuencia TP conservada en las quinasas en general. También observamos 
que  la T fosforilada por las CAMKKs se encuentra dentro del  bucle de 
activación de las quinasas (figura 19).  
 
 
FIGURA 47. Dominio consenso de fosforilación por CAMKK. Alineamiento de las 
secuencias de las quinasas CAMKIV, CAMKI, AMPK humanas y, Cmk1, Spp2 y Ppk9 
de S. pombe. Los (*) indican un único residuo conservado, los (:) indican residuos  de  
grupos con características muy parecidas y los (.) indican residuos  de  grupos con 
características poco similares. 
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El bucle de activación se encuentra entre los subdominios VII y VIII de las 
serina/treonina quinasas. En el subdominio VII de estructura de las quinasas 
se encuentra el bucle de unión al magnesio y en el subdominio VIII se 
encuentra los residuos conservados TP (treonina y prolina). 
4.2 Consenso de fosforilación por Ckk2 en los sustratos 
identificados.  
Definido el consenso de fosforilación por CAMKKs analizamos los 
sustratos obtenidos de los análisis de fosfopéptidos para determinar si 
poseen dicho consenso. De los sustratos encontramos que al menos 9 
poseen una T susceptible de ser fosforilada por CAMKKs, ubicada tres 
posiciones por delante de la secuencia TP conservada. Sid2 es la excepción 
pues presenta una S en lugar de la T. La mayoría de ellos también presentan 
los residuos CG en posición +2 de la T de fosforilación. Observamos que solo 
alguna de ellas presenta L en posición -2, además encontramos una tirosina 
+7 de la T de fosforilación en todos los sustratos excepto en Pck2. Es 
interesante remarcar que Kin1 muestra una mayor homología del dominio 
consenso con Cmk1, un sustrato de Ckk2 bien definido. 
 
 
FIGURA 47. Alineamiento de los dominios de activación de los posibles sustratos 
de Ckk2. Alineamiento de las secuencias de las quinasas Cmk1, Kin1, Sck2, Sid2, 
Shk1, Oca2, Pck2, Sck1, Gad8, Plo1 y Ppk1. Los (*) indican un único residuo 
conservado, los (:) indican residuos  de grupos con características muy parecidas. 
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1. Ckk2 una nueva quinasa dependiente de calcio y 
calmodulina 
Como parte de la descripción de Ckk2, se realizó el análisis de la 
secuencia de Ckk2, que nos indica que la proteína contiene los dominios 
descritos para las quinasas (Hanks et al. 1988), además observamos que las 
quinasas pertenecientes a la familia de las CaM quinasas contienen la 
secuencia consenso [I/V][I/V]IHRD[I/L]KPXN[I/L]L en el dominio catalítico 
(Figura 19). Por otra parte analizando las secuencias de los substratos 
identificados hemos detectado que algunos de ellos presentan un dominio 
consenso de fosforilación por CAMKKs; previamente definido a partir de los 
substratos de CAMKKs ya descritos. Este dominio contiene la secuencia 
ΦLXTXCG[T/S]PXY. Cabe señalar que la T susceptible de ser fosforilada se 
encuentra en el bucle de activación, el cual se localiza entre los subdominios 
VII y VIII de las serina/treonina quinasas. 
Además de la homología de secuencia con la familia de las CaM 
quinasas, quisimos evaluar si Ckk2 es una quinasa dependiente de Ca2+ y 
CaM. Como hemos demostrado nuestra proteína interacciona con la 
proteína CaM, dicha interacción está mediada por calcio puesto que al 
añadir el quelante de calcio (EGTA) se interrumpe la interacción. Con 
respecto a la actividad de la quinasa es interesante remarcar que la actividad 
de Ckk2 es específica, pues al realizar el ensayo quinasa in vitro con el 
sustrato general de quinasas MBP, no observamos fosforilación (Figura 22); 
al contrario de lo que sucede cuando se añade el sustrato Cmk1, se observa 
una fuerte fosforilación de Cmk1 por Ckk2. Éste ensayo in vitro nos permitió 
corroborar lo que habíamos visto anteriormente in vivo, que Ckk2 es la 
responsable de fosforilar a Cmk1 y que dicha fosforilación es directa y 
dependiente del complejo Ca2+/CaM. Por tanto Ckk2 es una proteína de 
unión a CaM, y además su actividad catalítica, es dependiente del complejo 
Ca2+/CaM, quedando establecido que a diferencia de otras CaM quinasas en 
S. pombe Ckk2 es una CaM quinasa no solo por homología de secuencia sino 
también porque su actividad depende del complejo Ca2+/CaM. 
Está descrito en la bibliografía que la CAMKK2 presenta un alto nivel 
de auto-fosforilación in vitro (Tokumitsu et al. 2011; Anderson et al. 1998), a 
partir del ensayo quinasa encontramos que Ckk2 también muestra auto-
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fosforilación in vitro (Figura 22), curiosamente de igual manera que su 
homóloga en mamíferos; podría indicar algún tipo de actividad autónoma 
y/o actividad independiente del complejo Ca2+/CaM? En cualquier caso es 
difícil de evaluar; pero si es interesante puntualizar que esta auto-
fosforilación disminuye en presencia de Ca2+ y CaM corroborando de manera 
indirecta que la quinasa interactúa con el complejo; quizás la unión del 
complejo Ca2+/CaM  hace que la actividad quinasa sea más específica hacia 
su sustrato o module su actividad de acuerdo a las señales en el medio, así 
como sucedería con su homóloga en mamíferos (Racioppi & Means 2012). 
2. Ckk2 y la viabilidad celular 
La deleción de Ckk2 compromete la viabilidad celular frente a agentes que 
desestabilizan el citoesqueleto 
Tal como hemos indicado, la respuesta de un mutante a una 
condición particular implica que la proteína delecionada está 
potencialmente involucrada en la mediación de las señales que tienen lugar 
en la respuesta celular frente al factor de estrés en cuestión. Al evaluar el 
crecimiento del mutante Δckk2 en presencia de diferentes tipos de estrés 
encontramos que la deleción de ckk2 comprometía la viabilidad frente al 
agente despolimerizador de microtúbulos Tiabendazol y al agente inhibidor 
de la polimerización de actina, Latrunculina. La polimerización de 
microtúbulos está implicada en los procesos de segregación cromosómica, 
división nuclear y polaridad celular (Chang & Martin 2009; Martin 2009). La 
polimerización de actina se produce en los sitios de endocitosis que 
acompaña el crecimiento polarizado siendo el primer paso para el 
establecimiento de la polaridad de la célula y su crecimiento, además de la 
formación de la pared celular (Osumi et al. 1998). En general los procesos en 
que participan tanto actina, como microtúbulos son el crecimiento, la 
morfología y la polaridad celular en S. pombe (Feierbach et al. 2004). Por 
otra parte, la deleción de ckk2 es resistente a altas concentraciones de 
calcofluor; el calcofluor se une a los polímeros de β(1,3) y β(1,4) glucano que 
conforman la pared celular desorganizándolos (Nicholas et al. 1994) 
resultando tóxico para la célula porque interfiere en el ensamblaje de la 
pared. Por tanto, nuestros resultados de viabilidad de Δckk2 nos indican que 
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Ckk2 podría estar implicada en procesos de crecimiento, morfología o 
polaridad celular. 
La deleción de Ckk2 en condiciones de deprivación de nutrientes 
La CAMKK Ssp1 ha sido descrita como esencial para el crecimiento 
en condiciones de deprivación por glucosa (Hanyu et al. 2009), y por tanto 
quisimos evaluar si Ckk2 la otra CAMKK en S. pombe es necesaria para la 
viabilidad en condiciones de deprivación de nutrientes. Nuestros resultados 
nos indican que Ckk2 no es esencial para el crecimiento celular en 
condiciones de deprivación de glucosa, a diferencia de Ssp1, la otra CAMKK 
(Figura 30). Aunque observamos que la viabilidad celular se encuentra 
ligeramente comprometida en condiciones de deprivación de nitrógeno 
(EMM-N) (Figura 33), es decir se observa que el incremento en el número de 
células a lo largo de las horas es inferior que el incremento observado en la 
cepa wild type. Sabemos que las células son viables en ausencia de nitrógeno 
y que esta diferencia en el incremento de número de células no es 
estadísticamente significativa, por lo cual concluimos que Ckk2 no es 
indispensable para el crecimiento celular en condiciones de estrés de 
nutrientes. 
3. Ckk2 y el Índice de Septación  
Las células delecionadas para ckk2 muestran un incremento en el índice de 
septación en condiciones de deprivación de nutrientes 
 A pesar que Ckk2 no es indispensable para la viabilidad celular en 
condiciones de deprivación de glucosa encontramos que la deleción de ckk2 
produce un aumento en el índice de septación en estas condiciones. Entre 
las 4 y 12 horas de deprivación el índice de septación del mutante Δckk2 
aumenta, pero en la cepa wild type disminuye a lo largo del tiempo. Este 
aumento en el índice de septación podría indicarnos un retraso en la división 
celular ya que se produce una acumulación de células que entran en 
citocinesis durante las 4 y 12 horas de deprivación, que luego disminuye 
porque las células concluyen la citocinesis hasta alcanzar el valor de la cepa 
wild type. 
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En condiciones de deprivación nitrógeno (EMM-N) observamos que 
la viabilidad celular se encontraba ligeramente comprometida (Figura 33), y 
que además se produce un incremento del índice de septación (Figura 34), al 
igual que en EMM-G. Si bien este incremento en el índice de septación es 
variable durante las primeras horas; a partir de 24 horas en deprivación de 
nitrógeno se establece alrededor de un 25% con una clara diferencia con 
respecto a la cepa wild type 1% (p≤0,001), diferenciándose de las 
condiciones de deprivación de glucosa donde el índice de septación 
disminuye a lo largo del tiempo. La diferencia en el índice septación entre las 
cepas wt y Δckk2 podría explicar lo que observamos con respecto al 
incremento en el número celular, donde el mutante Δckk2 muestra un 
menor incremento. 
Estas observaciones nos sugieren que la proteína Ckk2 podría tener 
un rol en la citocinesis. La citocinesis en S. pombe está dada por la adición de 
azúcares como 1,3-α-glucanos, 1,3-β-glucanos, 1,6-β-glucanos y un α-
galactomanano componentes de la pared celular (Bush et al. 1974; Grun et 
al. 2004; Ishiguro 1998) y la constricción del anillo contráctil (Simanis 1995; 
Pelham & Chang 2001; Naqvi et al. 1999). La digestión del septo primario por 
enzimas glucanasas, dará lugar a dos células hijas. El tráfico vesicular es muy 
importante para la formación del septo y la futura pared celular (Osumi et al. 
1998; Simanis 1995). Ckk2 tiene como dianas (directas o indirectas) 
componentes del transporte vesicular (Fab1, Sec5, Sec72, Sif1, Vps13a, 
Yop1, Arc1, Nxt3, etc), así como proteínas de la síntesis de componentes de 
la pared celular (Chr3, Lkh1, Chr4, Chr2, Exg3, Gas5, etc), de las cuales 
algunas se encuentran ubicadas en el sitio de división celular.  
Ckk2 y el inhibidor de Calcineurina 
Calcineurina es la homologa de PP2B en mamíferos, en S. pombe 
está conformada por la subunidad catalítica Ppb1 y la subunidad reguladora 
Cnb1 (Yoshida et al. 1994; Sio et al. 2005). Calcineurina en la levadura de 
fisión está implicada en la señalización por estrés, la homeostasis del calcio, 
el tráfico intracelular, la polaridad y la división celular (Yoshida et al. 1994; 
Hirayama et al. 2003; Fujita et al. 2002; Yada et al. 2001; Lu et al. 2002; 
Cheng et al. 2002). La droga FK506 se une a la calcineurina activa impidiendo 
su funcionalidad (Sio et al. 2005), se ha demostrado que FK506 promueve 
defectos en la estructura del anillo contráctil durante la mitosis retrasando la 
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progresión de la mitosis (Cadou et al. 2013). Nosotros hemos observado que 
el defecto del mutante Δckk2 en condiciones de deprivación de nutrientes 
(aumento en el índice de septación), es el mismo que presenta en medio rico 
al añadir la droga FK506. Esto nos podría sugerir que tanto Ckk2, así como 
calcineurina, estaría implicada en la citocinesis o resolución de la septación. 
En el cribado para encontrar nuevos sustratos de Ckk2, 
identificamos la proteína Kin1. La proteína Kin1 es una proteína de la familia 
PAR1  (Levin & Bishop 1990), implicada en la división celular, la polaridad de 
la actina y la citocinesis (Busch et al. 2004; Drewes & Nurse 2003; La 
Carbona et al. 2004; Carbona & Goff 2006). El mutante Δkin1 presenta 
problemas de citocinesis, alcanzando un 40% de índice de septación en 
condiciones de crecimiento exponencial, que se mantiene si las células son 
deprivadas (Levin & Bishop 1990); además las células son monopolares, por 
lo que Kin1 podría también estar implicada en el establecimiento de NETO. 
Cadou et al. 2013 sugieren que Kin1 y calcineurina cooperan para regular la 
citocinesis, nuestros resultados muestran que los mutantes Δkin1 y Δckk2, 
ambos son sensibles a la droga FK506. Por tanto si aceptamos que 
calcineurina y Kin1 son las encargadas de prevenir los fallos en la citocinesis, 
es posible Ckk2 tenga alguna función en la citocinesis, junto con calcineurina 
y la quinasa Kin1. 
4. Ckk2 y la deprivación de nutrientes  
La expresión de Ckk2 está regulada positivamente en condiciones de 
deprivación de nutrientes 
En general, en la respuesta a deprivación de nitrógeno los niveles 
proteicos se encuentre bastante disminuidos; para nuestra sorpresa 
encontramos que los niveles proteicos de la quinasa Ckk2 se encuentran 
fuertemente incrementados en estas condiciones, también encontramos 
que sucede lo mismo en condiciones de deprivación de glucosa. Este 
aumento a nivel proteico es el reflejo de un aumento a nivel transcripcional, 
tal como observamos al analizar la expresión génica por Real time PCR 
(Figura 36). Nuestra primera sospecha fue pensar que el factor de 
transcripción Prz1 fuese el responsable de la activación transcripcional de 
ckk2, sin embargo encontramos que la expresión de ckk2 es igual en el 
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mutante Δprz1 que la cepa wild type (datos no mostrados). Por tanto 
descartamos que la expresión de ckk2 estuviera regulada por el factor de 
transcripción Prz1 y nos deja la pregunta abierta sobre cuál es el factor de 
transcripción responsable de regular la expresión de ckk2. Gaf1 es un factor 
de transcripción responsable de la activación de genes en respuesta a 
deprivación de nitrógeno (Kim et al. 2012; Laor et al. 2015), por tanto nos 
planteamos que quizás este factor de transcripción del tipo GATA podría 
regular la transcripción de ckk2. Al analizar la secuencia 3’ del gen de ckk2 
encontramos sitios de unión GATA; a pesar de esta observación, Kim et al. 
2012 describen que la transcripción de ckk2 no es dependiente del factor de 
transcripción Gaf1, aunque acorde a nuestros datos, afirman que la 
transcripción de ckk2 está aumentada en respuesta a deprivación de 
nitrógeno. Recientemente se ha descrito que Gaf1 cumple un rol clave y 
exclusivo en la respuesta temprana a deprivación de nitrógeno (Laor et al. 
2015). Dado que Ckk2 aumenta tanto en deprivación de glucosa y nitrógeno 
pensamos que difícilmente este factor de transcripción podría estar 
implicado en la regulación de ckk2 y que la transcripción de ckk2 este bajo el 
control de cualquiera de los otros 3 factores de transcripción de tipo GATA u 
otro tipo de factor de transcripción. 
Es interesante plantear que Ckk2 podría estar implicada en la 
respuesta deprivación de nutrientes. De hecho su homóloga en mamíferos la 
CAMKK2 forma un complejo con la AMPK, principal encargada de la 
homeostasis energética de la célula (Ahn et al. 2012; Hurley 2005). En 
condiciones estables ambas se encuentran formando un complejo en el 
citoplasma y, cuando  se induce un aumento intracelular de calcio la AMPK 
inmediatamente es transportada al núcleo y una parte de la CAMKK2 
permanece citoplasmática mientras que otra se localiza a nivel de la 
membrana plasmática donde co-localiza con la actina (Green et al. 2011).  En 
S. pombe  se ha descrito que la AMPK Ssp2 es fosforilada en la T189 por la 
CAMKK Ssp1, en respuesta a deprivación tanto de glucosa como de 
nitrógeno, y que esta fosforilación le permite localizarse en el núcleo donde 
activa la acumulación del factor de transcripción Ste11, activando  la 
respuesta celular ya sea provocando una parada en G1 o la conjugación de la 
célula y entrada en meiosis, si hay una célula del sexo opuesto (Valbuena & 
Moreno 2012). La función de la CAMKK Ssp1, aunque responde tanto a bajas 
concentraciones de glucosa como a deprivación de nitrógeno solo es 
esencial para la respuesta a bajas concentraciones de glucosa. Esto nos lleva 
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a pensar que quizás en respuesta a deprivación de nitrógeno sea Ckk2 la 
CAMKK con más relevancia, tal como observamos en el alto índice de 
septación que se mantiene en Δckk2 en estas condiciones. Sin embargo, 
existen otras posibilidades. Recientemente el trabajo de Davie et al. 2015 
muestra un aumento en el nivel de fosforilación de Ssp2 dependiente de 
Ckk2 en deprivación de nitrógeno. El mismo estudio demuestra que Ckk2 no 
fosforila a Ssp2 directamente, y sugieren que Ckk2 podría regular Ssp2 a 
través de una fosfatasa; aunque no identifican la fosfatasa. Nosotros hemos 
encontrado que la fosfatasa Pzh1 se encuentra fosforilada en el análisis de 
fosfopéptidos como parte de la identificación de nuevos sustratos de Ckk2, y 
además Ckk2 fosforila a Pzh1, in vitro, esta fosfatasa muestra homología con 
las fosfatasas responsables de la regulación de la AMPK en mamíferos. Por 
tanto, es posible pensar que Ckk2 se encargaría de fosforilar y regular a la 
fosfatasa Pzh1, quien a su vez regularía los niveles de fosforilación de la 
AMPK Ssp2 en estrés por nitrógeno?  
Ckk2 es modificada post-traduccionalmente en respuesta a deprivación de 
nutrientes 
Nuestros resultados han revelado que Ckk2 es regulada a nivel post-
traduccional. La modificación se observa discretamente durante las primeras 
horas de deprivación y es totalmente visible a las 24 horas (Figuras 32 y 36). 
La modificación post-traduccional respondería a una estabilización de la 
proteínas o en el caso inverso, la modificación permite la estabilización de la 
proteína. Dado el tipo de modificación que observamos, un aumento del 
peso molecular de Ckk2 de unos 10 kDa aproximadamente, pensamos que 
esta modificación correspondería a una mono-ubiquitinación, sin embargo 
no pudimos detectar la ubiquitina por lo que descartamos la ubiquitinización 
de Ckk2 en condiciones de deprivación de nutrientes. Simultáneamente 
pensamos que podría tratarse de una modificación por sumo, inicialmente 
utilizamos diferentes anticuerpos anti sumo, y no obtuvimos ninguna señal. 
Esto podría indicarnos que nuestra proteína no es sumoilada o quizás estos 
anticuerpos no reconocen la proteína sumo de S. pombe Pmt3. En la 
bibliografía observamos que para detectar Pmt3 se habían desarrollado 
anticuerpos específicos para la proteína o se trabajaba con la proteína 
marcada con un epítopo (Tanaka et al. 1999; Ho et al. 2001; Xhemalce et al. 
2007). Por tanto nos inclinamos a pensar que los anticuerpos que habíamos 
utilizado no son capaces de reconocer la proteína Pmt3 y decidimos analizar 
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la proteína Ckk2 en un fondo genético donde el gen pmt3 se encuentre 
delecionado (Δpmt3). Efectivamente de acuerdo a nuestras sospechas la 
banda correspondiente a la modificación post-traduccional de Ckk2 
desaparece en el mutante Δpmt3. Por tanto Ckk2 es sumoilada en respuesta 
a deprivación de nutrientes (figuras 32 y 36). 
Ckk2 es sumoilada en respuesta a deprivación de nutrientes 
Ckk2 es sumoilada en las fases tardía de la respuesta a deprivación 
de nutrientes. Las modificaciones por sumo pueden alterar la actividad de 
una proteína regulando positiva o negativamente su interacción con otras 
proteínas, DNA y otras macromoléculas; su localización, y/o estabilidad 
(Geiss-Friedlander & Melchior 2007). ¿Cuál es el destino de la proteína Ckk2-
sumoilada? Es presumible pensar que la sumoilación favorezca la estabilidad 
de Ckk2, o que la estabilización de la proteína favorezca la sumoilación. 
Independientemente de cual sea el mecanismo. 
El análisis de la secuencia proteica de Ckk2 nos indicó una probable 
lisina de sumoilación (Beauclair et al. 2015; Zhao et al. 2014), la K202. La 
K202 se encuentra justo después del bucle catalítico de la quinasa; además a 
través de un alineamiento de secuencia con las CAMKKs de mamíferos esta 
lisina se encuentra conservada. En un análisis masivo de identificación de 
proteínas ubiquitinadas en el proteoma humano, se describe que esta lisina 
conservada, la K314 de la CAMKK2 es modificada por ubiquitina (Kim et al. 
2011). Se ha descrito que en algunos casos sumo y ubiquitina podrían tener 
roles opuestos, donde la sumoilación protege la proteína de degradación 
ocupando la misma lisina necesaria para la degradación por ubiquitina 
(Miteva et al. 2010). Podríamos hablar entonces de un crosstalk de ambas 
vías en Ckk2? Actualmente no tenemos resultados que respondan esta 
pregunta. Una posible explicación de la sumoilación de la proteína Ckk2 sería 
que, en condiciones ricas de nutrientes la proteína se requiera a niveles muy 
bajos (explicando los niveles observado en los puntos 0), y cuando las 
condiciones en el medio cambian se requiera de la función de Ckk2, donde la 
sumoilación favorezca su estabilidad y consecuente acumulación. 
La acumulación de la proteína Ckk2 resulta entonces importante 
para el establecimiento de la respuesta a deprivación de nutrientes. Sin 
embargo no sabemos cuál es la función de Ckk2, si es a nivel de pared y/o 
citoesqueleto para permitir los cambios en la estructura de la célula en 
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respuesta a deprivación, o iniciando la señalización molecular para llevar a 
cabo cambios a nivel transcripcional. 
5. Identificación de nuevos sustratos de la quinasa Ckk2 
Quisimos evaluar si Ckk2 podría tener otros sustratos además de 
Cmk1; para ello realizamos un análisis de fosfopéptidos en condiciones de 
estrés por Ca2+, situación en la que sabíamos que Ckk2 es activa. Del análisis 
encontramos que las proteínas implicadas en la organización del 
citoesqueleto (Spc7, Arc1, Ppk38, Atb2, Myo 52, Act1, End3, Ppk30, etc) se 
encuentran representadas además de aquellas mediadoras del transporte 
vesicular (Fab1, Sec5, Sec72, Sif1, Sec231, Psh3, Yop1, etc) y un gran número 
de proteínas que regulan el ciclo celular (Nod1, Rpn2, Bub1, Pof1, Sep1, 
Alp7, Zfs1, etc). Esto indicaría algún tipo de regulación a nivel de ciclo celular 
en respuesta al estrés y de las modificaciones que a nivel del citoesqueleto 
se requieran, donde probablemente la quinasa Ckk2 estuviera implicada, 
pues está descrito que quinasas de esta familia están implicadas en la 
remodelación del citoesqueleto en mamíferos (Saneyoshi et al. 2008), 
además de promover cambios morfológicos inducidos por estímulos 
externos (Ciani & Salinas 2008). 
Identificamos aproximadamente 100 proteínas que se derivan de la 
actividad de Ckk2 en respuesta a Ca2+, es decir que se encontraron 
fosforiladas en la cepa wild type y no en la cepa Δckk2. De estas proteínas 
encontramos que Ckk2 es capaz de fosforilar in vitro a la fosfatasa Pzh1, la 
quinasa Gad8, la proteína reguladora de microtúbulos Tip1,  la proteína 
organizadora del anillo contráctil y promotora de la división celular Mid2; la 
proteína implicada en la formación del septo, Sif1; la quinasa NDR implicada 
en la constricción del anillo de actomiosina, Sid2; y las proteínas implicadas 
en la polaridad de la célula Sts5 y Shk1. 
Ckk2 y Pzh1  
La fosfatasa Pzh1 es una serina treonina fosfatasa, que presenta un 
dominio denominado calcineurin like motif, además muestra homología con 
las fosfatasas PP1A y PP2C de 68 %y 42% respectivamente y es 72% idéntica 
a sus homólogas PPZ1 y PPZ2 en Saccharomyces cerevisae, que son 
necesarias para el mantenimiento de la integridad celular (Balcells et al. 
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1997). La sensibilidad del mutante Δpzh1 por el ion K+ a diferencia de sus 
homólogos en S. cerevisae parecen indicar que las funciones entres estas 
fosfatasas no son exactamente las mismas. Pzh1 está implicada en la 
regulación de la homeostasis iónica, sin embargo a día de hoy no se ha 
determinado un rol específico de la fosfatasa Pzh1 en S. pombe (Balcells et 
al. 1999). Nuestros resultados del análisis de viabilidad muestran que el 
mutante Δpzh1 es resistente a calcio; fenotipo que presenta el mutante 
Δckk2, por tanto es presumible pensar que Pzh1 medie la respuesta de Ckk2 
en respuesta a Ca2+ además de Cmk1, y/o la respuesta a otro tipo de estrés. 
Ckk2 y Gad8 
Gad8 es una S/T quinasa perteneciente a la familia de las AGC 
quinasas, el único mediador hasta ahora descrito del complejo TORC2, 
siendo fosforilado/activado por la quinasa Tor1 en las S527 y S546 (Matsuo 
et al. 2003; Hálová et al. 2013). TORC2 regula el crecimiento bajo 
condiciones de estrés y la respuesta a deprivación de nitrógeno (Kawai et al. 
2001; Weisman & Choder 2001). Gad8 es regulada además por la quinasa 
Ksg1. Ksg1 es una PDK quinasa que fosforila Gad8 en la T387 del bucle de 
activación cuando es sometida a condiciones de deprivación de nitrógeno. 
Gad8 fosforila a su vez a Tor1 en la T1972, produciendo un descenso en la 
actividad de Tor1, permitiendo la diferenciación. Además Gad8 y la vía de 
TORC2 son necesarios para la distribución de la proteína Ght5, un 
transportador de glucosa, hacia la membrana plasmática como respuesta a 
condiciones de deprivación de glucosa (Saitoh et al. 2014). En un análisis de 
deleción de quinasas (Bimbo et al. 2005) se encontró que el crecimiento del  
mutante Δgad8 se ve afectado por tiabendazol, y latrunculina (al igual que el 
mutante Δckk2); además este mutante muestra un crecimiento bipolar en 
un 50% de sus células (Koyano et al. 2010) al igual que el mutante Δckk2. 
Este trabajo sugería que Ckk2 y Gad8 probablemente actúen como 
reguladores negativos de NETO (New End Take Off). En conjunto estos 
estudios sugieren alguna relación entre la quinasa Ckk2 y Gad8. Además en 
el trabajo de Hálová et al. 2013, encuentran que la proteína Gad8 se halla 
fuertemente fosforilada en condiciones de deprivación de nitrógeno y que 
debe presentar otros sitios de fosforilación diferentes a los ya descritos que 
regulen la actividad Gad8 como podría ser la T385 que hemos encontrado.  
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Ckk2 y Tip1 
Tip1 es una proteína necesaria para guiar el crecimiento de los 
microtúbulos hacia la zona en los extremos de las células para que estos 
puedan depositar la proteína marcadora  Tea1  (Brunner & Nurse 2000). 
Tip1, Tea2 y Mal3 (promotor general del crecimiento de los microtúbulos) 
(Busch et al 2004), son tres proteínas que regulan la dinámica de los 
microtúbulos y la polaridad celular transportando los factores de polaridad 
hacia el extremo de la célula (Akhmanova & Steinmetz 2008). Tea4 une Tea1 
y Formina 3, que promueve el crecimiento polarizado y  la polimerización de 
actina (Feierbach et al. 2004). Se ha descrito una función de la fosfatasa 
calcineurina en la regulación del crecimiento polarizado dependiente de las 
proteínas TIP. Donde se señala que una perturbación en el ADN activaría a 
Cds1, la proteína sensora de daño al ADN, que activa a calcineurina quien 
una vez activa, de-fosforila a Tip1 en la S82 (Kume et al. 2011). La de-
fosforilación de Tip1 es esencial para el retraso en NETO, acompañado de 
una reducción en la dinámica de los microtúbulos y una acumulación 
anormal de Tea1. NETO, es el momento en que las células abandonan el 
crecimiento monopolar para empezar el crecimiento en el nuevo extremo 
creado por el septo. Para que NETO tenga lugar es necesario que la 
replicación se haya finalizado con éxito y que se alcance el tamaño celular 
adecuado. A pesar de conocer muchas moléculas necesarias para NETO las 
vías de señalización que la gobiernan aún se desconocen.  Nosotros hemos 
encontrado que la proteína Tip1 se encuentra fosforilada en condiciones de 
estrés por Ca2+ y que la fosforilación depende de Ckk2 in vitro. En el trabajo 
de Koyano et al. 2010 se sugirió que Ckk2 (Ppk34) estaría implicada en la 
regulación negativa de NETO pues presenta un número elevado de células 
bipolares. La fosforilación de Tip1 en la S82 es importante para el 
establecimiento de NETO, nosotros observamos que Ckk2 fosforila Tip1 y 
dado que Ckk2 es un posible regulador negativo de NETO, podríamos pensar 
que la fosforilación de la Tip1 es una fosforilación inhibidora sobre Tip1 y su 
actividad promotora de NETO. 
Ckk2 Y Mid2 
En S. pombe, como parte final de la citocinesis, se inicia la septación 
al final de la anafase. Una vez que la pared celular está terminada y después 
que las membranas celulares se cierran, la digestión del septo primario 
permite la separación entre las dos células. Mid2 es una proteína 
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organizadora de septinas, que se localiza en el sitio de división celular, 
siendo necesaria para la eficiente separación célula-célula durante la 
citocinesis. Además Mid2 es necesaria para mantener la estabilidad e 
integridad de las septinas durante el cierre del anillo contráctil (Berlin et al. 
2003). Mid 2 y las septinas constituyen una vía, probablemente paralela a 
muchas otras, que se encarga de asegurar que la citocinesis, la septación y la 
separación célula-célula concluyan satisfactoriamente (Wu et al. 2010). Así 
mismo septinas, Mid2 y Exocyst (complejo proteico encargado del 
transporte vesicular) son necesarios para la correcta localización de las 
enzimas responsables de la hidrolisis del septo durante la citocinesis (Berlin 
et al. 2003; Martín-Cuadrado et al. 2005). El mutante Δmid2 tiene un 
problema en la separación célula-célula alcanzando un índice de septación 
de 66% en condiciones de crecimiento exponencial (Berlin et al. 2003). Al 
igual que los mutantes de las septinas, que presentan un defecto en la 
citocinesis, se han descrito otros mutantes como calcineurina (ppb1) 
(Yoshida et al. 1994), el factor de transcripción sep1 , la MAPK Pmk1, la 
fosfatasa de MAPK Pmp1; curiosamente algunos se encuentran entre los 
sustratos derivados de la actividad de Ckk2. La sobreexpresión de Mid2 
favorece la persistencia de la organización del anillo, y previene la mitosis; 
entonces la desestabilización del anillo y consecuente citocinesis se produce 
por un descenso en la actividad de Mid2 (Tasto et al. 2003). Nosotros 
encontramos que la proteína Mid2 es fosforilada por la CAMKK Ckk2, esta 
fosforilación podría constituir algún tipo de regulación de la actividad de 
Mid2 por parte de Ckk2. La actividad de Ckk2 permitiría la estabilidad de la 
septinas y del anillo contráctil, inhibiendo de manera indirecta la entrada en 
mitosis. Por tanto en ausencia de Ckk2, Mid2 no se encuentra activa para 
regular la actividad de las septinas y se produciría un retraso en la citocinesis 
como el que observamos en el mutante Δckk2 en condiciones de deprivación 
de glucosa y nitrógeno. 
Ckk2 y Sif1 
En un cribado para identificar proteínas que interaccionan con Sad1, 
una proteína del huso acromático, se describe a sif1, (Sad1- interacting 
factor), una proteína necesaria para la adecuada formación del septo (Miki 
et al. 2004) y también se ha implicado en el transporte celular (Chen et al. 
2014). Además se ha descrito que el mutante Δsif1 es muy sensible a 
calcofluor. Sif1 es una proteína unida a la membrana y se acumula cerca del 
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sitio de septación; además la sobreexpresión de Sif1 provoca una prematura 
entrada en mitosis y formación del septo, mostrando unas células 22% más 
pequeñas que las células wild type, es presumible pensar que Sif1 participe 
en el control del ciclo celular (Miki et al. 2004). Sif1 es fosforilada por Ckk2 in 
vitro, por lo que Ckk2 podría regular la función de Sif1. En cualquier caso, es 
cada vez más indicativo la posible función de Ckk2 en el proceso de 
citocinesis. 
Ckk2 y Sid2 
Sid2 es una quinasa NDR que forma parte de las AGC quinasas, y 
componente de SIN (Septation Initiation Network), que determina la 
sincronización de la constricción del anillo contráctil (Balasubramanian et al. 
1998; Sparks et al. 1999). La vía de SIN activa la constricción del anillo de 
actomiosina y la septación después de la segregación cromosómica, siendo 
Sid2 la última quinasa de la vía. Sid2 forma un complejo con la proteína 
Mob1 que es esencial para su localización y actividad, la unión Sid2-Mob1 es 
necesaria pero no suficiente para activar Sid2, por tanto otros mecanismos 
regularían la actividad de Sid2 (Hou et al. 2004). La fosforilación en las S402 y 
T578 son importantes en la regulación de la actividad de Sid2, puesto que la 
mutación de ambos residuos reduce la actividad de la quinasa en 40% (Hou 
et al. 2004). La quinasa Plo1 regula la trascripción durante la fase G1-M, 
regulando la expresión de Sid2 y otros genes importantes para la citocinesis 
(Anderson et al. 2002). Sid2 tiene múltiples sustratos  (Chen et al. 2008; 
Grallert et al. 2015; Gupta et al. 2014; Ray et al. 2010), y además el complejo 
Sid2-Mob1 fosforila a Cdc11 un componente upstream de Sid2 
estableciendo una retroalimentación positiva de SIN (Feoktistova et al. 
2012). Ckk2 fosforila a Sid2 in vitro, no se conoce si la quinasa Sid2 presenta 
otro tipo de regulación diferente de la descrita (revisado en Hergovich et al. 
2006), también desconocemos el probable efecto de la fosforilación de Sid2  
por Ckk2. 
Ckk2 y Sts5 (Orb4) 
Sts5 es una proteína esencial para la polaridad de la célula, y el 
crecimiento polarizado durante la interfase (Toda et al. 1996). El mutante  
sts5-7 fue aislado debido a su sensibilidad al inhibidor de quinasas 
estaurosporina (Tamaoki et al. 1986; Toda et al. 1991), presenta una forma 
esférica, debido a la pérdida de la polaridad de la actina, características 
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compartidas con la fosfatasa Ppe1, este fenotipo es suprimido por una 
mutación en la CAMKK Ssp1. Se ha propuesto que el crecimiento polarizado 
y la localización cortical de la actina están regulados por dos mecanismos 
opuestos, uno la vía de Ssp1 que estimula la relocalización de la actina, y la 
otra que incluye a Sts5 y Ppe1 encargadas de fijar la localización de actina y 
el crecimiento polarizado (Matsusaka et al. 1995). Cuando la célula termina 
la replicación del DNA y alcanza el tamaño adecuado, debido al crecimiento 
hasta ese momento monopolar, los parches de actina se relocalizan hacia el 
nuevo extremo de la célula, entonces la actina se encuentran en ambos 
extremos de la célula y se inicia el crecimiento bipolar. Sts5 se encargaría 
entonces de fijar los parches de actina hasta recibir alguna señal para que 
estos puedan ser relocalizados en el otro extremo de la célula por Ssp1. Ckk2 
fosforila a Sts5 in vitro, podría Ckk2 promover la fijación de los parches de 
actina en el extremo ya existente de la célula a través de la fosforilación de 
Sts5, regulando de esta manera negativamente NETO, así como se ha 
sugerido previamente (Koyano et al. 2010). Por otra parte, el mutante sts5 
es sensible a ciclosporina una droga inhibidora de la fosfatasa calcineurina 
sugiriendo que estos genes compartan alguna función (Yoshida et al. 1994), 
reforzando el hecho que calcineurina y Ckk2 funcionen en la misma vía. 
Ckk2 y Shk1 (Orb2/Pak1) 
Shk1 es el efector de la vía de la GtPasa Ras1-Cdc42, responsable del 
mantenimiento de la polaridad celular así como la respuesta de 
apareamiento (Marcus et al. 1995; Ottilie et al. 1995; Chang et al. 1994; 
Gilbreth et al. 1996). El mutante termosensible de Shk1 (orb2-34) muestra 
un crecimiento monopolar, igual que el mutante Δtea1 sugiriendo que Tea1 
podría ser una diana de Shk1, y demostrándose que ambas proteínas 
participan en la polaridad de la célula (Kim et al. 2003). Por otra parte Shk1 
ha sido implicada en la citocinesis (Ottilie et al. 1995; Kim et al. 2003). Se 
localiza en los extremos de la célula y en el sitio de división celular (Qyang et 
al. 2002) donde fosforila a la cadena ligera de la miosina Rlc1 inhibiendo la 
constricción del anillo de actomiosina y con ello la formación del septo, e 
inhibiendo la progresión de la mitosis, hasta que la segregación del material 
genético haya finalizado (Loo & Balasubramanian 2008). La función de Shk1 
está regulada por Skb1 (Gilbreth et al. 1998; Gilbreth et al. 1996) Skb5 (Yang 
et al. 1999) y Scd2 (Chang et al. 1999), y regulada negativamente por la 
proteína Skb15 (Kim et al. 2001). La defosforilación de Shk1 por la fosfatasa 
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Clip1 promovería su relocalización y/o inactivación permitiendo la 
progresión de la citocinesis. Ckk2 fosforila a Shk1 in vitro  esta fosforilación 
no ha sido previamente descrita, podría tratarse de algún tipo de regulación 
que regula la entrada en mitosis?  
Futuros experimentos se tendrán que realizar para poder comprobar in vivo 
la regulación de estos nuevos substratos por parte de Ckk2, y así poder 
caracterizar mejor esta nueva CAMKK en S. pombe. 
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1. Ckk2 es una quinasa de unión a calmodulina y su actividad es 
dependiente del complejo Ca2+/CaM. 
2. Ckk2 es la quinasa responsable de fosforilar in vivo a la quinasa 
Cmk1 en la T192 del bucle de activación, estableciéndose la cascada 
de las CaMKs en Schizosaccharomyces pombe. 
3. Ckk2 es esencial para la respuesta a agentes que modifican el 
citoesqueleto de tubulina y actina, como el tiabendazol y la 
latrunculina A, respectivamente. 
4. La ausencia de Ckk2 confiere resistencia frente a agentes que 
afectan la pared celular como el calcofluor. 
5. La ausencia de Ckk2 aumenta el índice de septación influyendo 
sobre el ciclo celular en condiciones de estrés nutricional. 
6. La deprivación de nutrientes aumenta la transcripción de ckk2, y se 
refleja en un aumento a nivel proteico. 
7. Ckk2 es sumoilada en respuesta a deprivación de nutrientes. 
8. El inhibidor de  la fosfatasa calcineurina, FK506, compromete la 
viabilidad celular del mutante Δckk2. 
9. Se han identificado proteínas fosforiladas in vivo dependientes de 
Ckk2 a través del análisis de fosfopéptidos. De las proteínas 
identificadas en la organización y regulación del citoesqueleto (Alp7, 
Spc7, Arc1, Ppk38, Atb2, Myo52, Act1, End3, Ppk30, etc), el 
transporte vesicular (Fab1, Sec5, Sec72, Sif1, Sec231, Psh3, Yop1, 
etc) y la respuesta nutricional a través de la vía TOR (Gad8, Oca2). 
10. La quinasa Ckk2 fosforila directamente a las proteínas Tip1, Mid2, 
Sid2, Pzh1, Gad8, Sif1, Sts5 y Shk1 a través de un ensayo quinasa in 
vitro  y en respuesta a Ca2+. 
11. A partir de substratos descritos de las CAMKKs, hemos definido un 
consenso de fosforilación para las CAMKK: ΦLXTXCG[T/S]PXY. Este 
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consenso de fosforilación se encuentra en el bucle de activación 
general de las serina/treonina quinasas localizado entre el 
subdominio VII y VIII de la región catalítica. 
12. Algunos de los substratos de Ckk2 identificados (Kin1,Sck2,Sid2, 
Shk1, Oca2, Pck2, Sck1, Gad8, Plo1 y Ppk1) presentan el consenso de 
fosforilación de Ckk2 
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Tabla A. Sustratos derivados de la actividad de Ckk2 en estrés por Ca2+ 
ID gen Descripción 
SPBC32H8.12c act1 act1 
SPAC890.02c alp7 Microtubule protein alp7 
SPCC1919.03c amk2 AMP-activated protein kinase beta subunit Amk2 
SPAC23H3.06 apl6 AP-3 complex subunit beta 
SPCC1672.06c asp1 Inositol hexakisphosphate and diphosphoinositol-
pentakisphosphate kinase 
SPBC29B5.01 atf1 transcription factor, Atf-CREB family Atf1 
SPCC330.11 btb1 BTB/POZ domain-containing protein 1 
SPCC1322.12c bub1 Checkpoint serine/threonine-protein kinase bub1 
SPAC23H4.09 cdb4 Curved DNA-binding protein 
SPBC11B10.09 cdc2 Cell division control protein 2 
SPBC32H8.10 cdk9 Serine/threonine-protein kinase cdk9 
SPCC1450.11c cek1 serine/threonine protein kinase Cek1 
SPAC8C9.03 cgs1 cAMP-dependent protein kinase regulatory subunit 
SPCC417.05c chr2 Chitin synthase regulatory factor 2 
SPAC24B11.10c chr3 Chitin synthase regulatory factor 3 
SPBC1289.01c chr4 Chitin synthase regulatory factor 4 chr4 
SPAC26A3.10 cnt6 Uncharacterized protein C26A3.10 
SPBC146.12 coq6 Ubiquinone biosynthesis monooxygenase coq6 
SPAC1296.02 cox4 Cytochrome c oxidase subunit 4, mitochondrial 
SPAC17A2.09c csx1 RNA-binding post-transcriptional regulator csx1 
SPBC24E9.06 cta3 Calcium-transporting ATPase 3 
SPAC3A12.11c cwf2 Pre-mRNA-splicing factor cwc2 
SPBC13E7.01 cwf22 Pre-mRNA-splicing factor cwf22 
SPAC9G1.06c cyk3 Uncharacterized protein C9G1.06c 
SPBC25D12.02c dnt1 Nucleolar protein dnt1 
SPBC11G11.02c end3 Actin cytoskeleton-regulatory complex protein end3 
SPBC3E7.01 fab1 Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase fab1 
SPAC15A10.16 fat1 Actin-interacting protein 3 homolog 
SPAC19B12.05c fcp1 RNA polymerase II subunit A C-terminal domain 
phosphatase 
SPCC1235.05c fft2 Uncharacterized ATP-dependent helicase fft2 
SPAC17A5.16 ftp105 UPF0663 protein C17A5.16 
SPCC24B10.07 gad8 AGC/AKT protein kinase Gad8  
SPAPB1E7.05 gde1 Glycerophosphodiester phosphodiesterase gde1 
SPAC31A2.16 gef2 Rho guanine nucleotide exchange factor gef2 
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SPBC4B4.08 ght2 hexose transmembrane transporter Ght2 
SPAC4F10.20 grx1 Glutaredoxin-1 
SPAC26F1.09 Gyp51 TBC domain-containing protein C26F1.09 
SPAC3G6.01 hrp3 Chromodomain helicase hrp3 
SPAC4F8.07c hxk2 hexokinase 2 
SPCC1259.04 iec3 Uncharacterized protein C1259.04 
SPAC23G3.04 ies4 Uncharacterized protein C23G3.04 
SPBC26H8.04c iml1 Vacuolar membrane-associated protein iml1 
SPCC4B3.10c ipk1 Inositol-pentakisphosphate 2-kinase 
SPBC4F6.06 kin1 Protein kinase kin1 
SPBC1685.15c klp6 Kinesin-like protein 6 
SPBC15D4.01c klp9 Kinesin-like motor protein C15D4.01c 
SPAC1D4.11c lkh1 dual specificity protein kinase Lkh1 
SPBC28E12.06c lvs1 Beige protein homolog 1 
SPAC1834.08 mak1 Peroxide stress-activated histidine kinase mak1 
SPBC887.10 mcs4 Response regulator mcs4 
SPAC27D7.03c mei2 Meiosis protein mei2 
SPBC1921.03c mex67 mRNA export factor mex67 
SPAPYUG7.03c mid2 RecName: Full=Septin ring organizing protein mid2 
SPBC530.04 mod5 Cell polarity protein mod5 
SPBC32H8.13c mok12 Cell wall alpha-1,3-glucan synthase mok12  
SPBC1826.01c mot1 Probable helicase mot1 
SPAC23C11.03 mpp10 U3 small nucleolar ribonucleoprotein protein  
SPBP19A11.03c mts4 19S proteasome regulatory subunit Mts4 
SPBC56F2.06 mug147 Meiotically up-regulated gene 147 protein 
SPBC14F5.11c mug186 Sorting nexin-41 
SPCC645.05c myo2 Myosin type-2 heavy chain 1 
SPBC3F6.04c nop14 Probable nucleolar complex protein 14 
SPAC23D3.06c nup146 Nucleoporin nup146 
SPCC285.13c nup60 Nucleoporin nup60 
SPCC1020.10 oca2 Serine/threonine-protein kinase oca2 
SPAC1783.07c pap1 AP-1-like transcription factor 
SPCC188.02 par1 Serine/threonine-protein phosphatase 2A 56 kDa 
regulatory subunit delta 1 isoform 
SPBC12D12.04c pck2 protein kinase C (PKC)-like Pck2 
SPAC32A11.03c phx1 Uncharacterized homeobox protein C32A11.03c 
SPAC1687.05 pli1 E3 SUMO-protein ligase pli1 
SPAC23C11.16 plo1 Polo kinase Plo1 
SPAC17C9.08 pnu1 mitochondrial endodeoxyribonuclease 
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SPAC57A10.05c pof1 F-box/WD repeat-containing protein pof1 
SPBC776.02c pp1 Pescadillo homolog 
SPAC110.01 ppk1 Serine/threonine-protein kinase ppk1 
SPBC6B1.02 ppk30 Serine/threonine-protein kinase ppk30 
SPAC16C9.07 ppk5 Serine/threonine-protein kinase ppk5 
SPCC74.02c ppn1 mRNA cleavage and polyadenylation specificity 
factor complex associated protein 
SPBC119.13c prp31 Pre-mRNA-processing factor 31 
SPCC188.11 prp45 Pre-mRNA-processing protein 45 
SPAC8C9.14 prr1 Transcription factor prr1 
SPAC31G5.15 psd3 Phosphatidylserine decarboxylase proenzyme 3 
SPCC830.07c psi1 Protein psi1 
SPBC12C2.10c pst1 Paired amphipathic helix protein pst1 
SPBC1734.16c pst3 Paired amphipathic helix protein pst3 
SPBC609.02 Ptn1 phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate3-
phosphatase Ptn1 
SPAC1687.22c puf3 mRNA-binding protein puf3 
SPAC57A7.08 pzh1 Serine/threonine-protein phosphatase PP-Z 
SPCC737.02c qcr7 Cytochrome b-c1 complex subunit 7 
SPAC3G6.06c rad2 DNA repair protein rad2 
SPAC23C4.18c rad4 S-M checkpoint control protein rad4 
SPBC1921.02 rad60 DNA repair protein rad60 
SPAC26A3.09c rga2 Probable Rho-type GTPase-activating protein 2 
SPBC28E12.03 rga4 Probable Rho-type GTPase-activating protein 4 
SPBC354.13 rga6 Probable Rho-GTPase-activating protein 6 
SPCC645.07 rgf1 Rho1 guanine nucleotide exchange factor 1 
SPAC1006.06 rgf2 Rho1 guanine nucleotide exchange factor 2 
SPAC3F10.06c rit1 initiator methionine tRNA 2'-O-ribosyl phosphate 
transferase (predicted) 
SPBC17D11.07c rpn2 19Sproteasome regulatory subunit Rpn2 (predicted) 
SPAC13G6.07c rps6a 40S ribosomal protein S6-A 
SPBC16C6.07c rpt1 26S protease regulatory subunit 7 homolog 
SPCC1183.07 rrp5 rRNA biogenesis protein rrp5 
SPBC11B10.05c rsp1 DnaJ-related protein rsp1 
SPAC16E8.09 scd1 Rho guanine nucleotide exchange factor scd1 
SPAC22E12.14c sck2 Serine/threonine-protein kinase sck2 
SPBC1D7.02c scr1 DNA-binding protein scr1 
SPCC320.10 scrp72 Signal recognition particle subunit srp72 
SPAC29B12.07 sec16 COPII coat assembly protein sec16 
SPAC17G8.12 sec3 Uncharacterized protein C17G8.12 
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SPCC622.10c sec5 Exocyst complex component sec5 
SPAC30.01c sec72 Protein transport protein sec72 
SPBC4C3.12 sep1 Forkhead protein sep1 
SPCC364.07 ser3 D-3 phosphoglycerate dehydrogenase Ser3 
SPBC336.07 sfc3 transcription factor, TFIII CcomplexB box binding 
subunit Sfc3 
SPAC15A10.15 sgo2 Shugoshin-2 
SPBC1604.14c shk1 Serine/threonine-protein kinase shk1/pak1 
SPAC24B11.11c sid2 Serine/threonine-protein kinase sid2 
SPCC1235.06 sif1 Sad1-interacting factor 1 
SPAPYUG7.02c sin1 stress activated MAP kinase interacting protein Sin1 
SPAC3H1.12c snt2 Lid2 complex component snt2 
SPAC607.03c snu13 13 kDa ribonucleoprotein-associated protein 
SPCC1281.02c spf30 Splicing factor spf30 
SPAC1F3.06c spo15 Sporulation-specific protein 15 
SPCC188.06c srp54 Signal recognition particle 54 kDa protein homolog 
SPBC1652.01 stb3 Protein STB3 homolog 
SPCC16C4.09 sts5 Protein sts5 
SPAC664.01c swi6 Chromatin-associated protein swi6 
SPBC4C3.06 syp1 cytoskeletal protein Syp1 (predicted) 
SPBC1706.01 tea4 Tip elongation aberrant protein Tea4 
SPAC343.14c tif222 translation initiation factor eIF-2B subunit beta 
SPAC3C7.12 tip1 Tip elongation protein 1 
SPCC1753.04 tol1 3'(2'),5'-bisphosphate nucleotidase 
SPBC1703.14c top1 DNA topoisomerase 1 
SPAC328.03 tps1 alpha,alpha-trehalose-phosphate synthase  
SPAC6B12.09 trm10 tRNA (guanine-N(1)-)-methyltransferase 
SPAC10F6.08c Unassigned HMG box-containing protein C10F6.08c 
SPAC1142.01 Unassigned Uncharacterized protein C1142.01 
SPAC11D3.16 Unassigned Uncharacterized protein C11D3.15 
SPAC11E3.11c Unassigned PH and SEC7 domain-containing protein C11E3.11c 
SPAC13A11.06 Unassigned Putative aminopeptidase C13A11.05 
SPAC167.07c Unassigned Probable E3 ubiquitin protein ligase C167.07c 
SPAC1687.10 Unassigned Increased rDNA silencing protein 4 
SPAC17A5.09c Unassigned Uncharacterized protein C17A5.09c 
SPAC17G6.11c Unassigned Uncharacterized beta-glucan synthesis-associated 
protein C17G6.11c 
SPAC1952.17c Unassigned TBC domain-containing protein C1952.17c 
SPAC1F5.05c Unassigned Uncharacterized protein C1F5.05c 
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SPAC20G4.09 Unassigned Uncharacterized protein C20G4.08 
SPAC227.16 Unassigned Uncharacterized protein C227.15 
SPAC22A12.14c Unassigned BSD domain-containing protein C22A12.14c 
SPAC22G7.01c Unassigned Uncharacterized peptidase C22G7.01c 
SPAC23H4.16 Unassigned Ribosome biogenesis protein tsr1 homolog 
SPAC2F7.02c Unassigned Uncharacterized protein C2F7.02c 
SPAC31A2.13 Unassigned Arrestin domain-containing protein C31A2.12 
SPAC3A11.10c Unassigned Uncharacterized dipeptidase C3A11.10c 
SPAC3H8.03 Unassigned CRAL-TRIO domain-containing protein C3H8.02 
SPAC4F10.09c Unassigned Uncharacterized protein C4F10.09c 
SPAC4G9.22 Unassigned conserved fungal protein 
SPAC521.04c Unassigned Putative cation exchanger C521.04c 
SPAC644.13c Unassigned Protein YIP4 
SPAC644.17 Unassigned Uncharacterized RNA-binding protein C644.16 
SPAC664.03 Unassigned SPAC664.03 RNA polymerase II-associated protein 1 
homolog 
SPAC824.09c Unassigned Uncharacterized protein C824.09c 
SPAC9G1.10c Unassigned Probable inositol polyphosphate 5-phosphatase 
C9G1.10c 
SPAPB2C8.01 Unassigned Putative cell agglutination protein PB2C8.01 
SPAPB8E5.07c Unassigned Putative ribosomal RNA-processing protein 12 
SPBC11C11.10 Unassigned Probable tRNA pseudouridine synthase 4 
SPBC13E7.08 Unassigned Uncharacterized protein C13E7.07 
SPBC146.01 Unassigned Uncharacterized protein C146.01 
SPBC15D4.09c Unassigned Probable cystathionine gamma-synthase 
SPBC1685.06 Unassigned PDZ domain-containing protein C1685.05 
SPBC17D1.06 Unassigned Uncharacterized protein C17D1.05 
SPBC19C2.11 Unassigned Uncharacterized protein C19C2.10 
SPBC20F10.08 Unassigned Uncharacterized membrane protein C20F10.07 
SPBC23G7.06c Unassigned conserved eukaryotic protein 
SPBC25B2.11 Unassigned Universal stress protein A family protein C25B2.10 
SPBC27B12.12c Unassigned Putative metal ion transporter C27B12.12c 
SPBC29A3.09c Unassigned Uncharacterized ABC transporter ATP-binding 
protein C29A3.09c 
SPBC2A9.04c Unassigned Uncharacterized RING finger protein C2A9.04c 
SPBC2D10.05 Unassigned UPF0675 protein C2D10.04 
SPBC2F12.03c Unassigned Uncharacterized serine-rich protein C2F12.03c 
SPBC3D6.13c Unassigned Uncharacterized protein C3D6.13c 
SPBC3H7.14 Unassigned Uncharacterized protein C3H7.13 
SPBC530.11c Unassigned Uncharacterized transcriptional regulatory protein 
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SPBC56F2.08c Unassigned Pumilio domain-containing protein C56F2.08c 
SPBPJ4664.05 Unassigned Putative coatomer subunit alpha 
SPCC1281.06c Unassigned Probable acyl-CoA desaturase 
SPCC1322.10 Unassigned UPF0615 protein C1322.09 
SPCC162.01c Unassigned U4/U6.U5tri-snRNP-associatedprotein 3-like protein  
SPCC1620.09 Unassigned Probable succinyl-CoA ligase [GDP-forming] subunit 
beta, mitochondrial 
SPCC191.02 Unassigned Schizosaccharomyces specific protein 
SPCC24B10.06 Unassigned Schizosaccharomyces specific protein, predicted GPI 
anchor 
SPCC320.08 Unassigned transmembrane transporter (predicted) 
SPCC330.03c Unassigned NADPH-hemoprotein reductase (predicted) 
SPCC4G3.12c Unassigned ubiquitin-protein ligase E3 (predicted) 
SPAC607.07c Unassigned Uncharacterized protein C607.07c 
SPCC613.01 Unassigned transmembrane transporter (predicted) 
SPCC970.08 Unassigned inositol polyphosphate kinase (predicted) 
SPCPB1C11.04 Unassigned Uncharacterized transporter PB1C11.03 
SPBC21C3.01c vps13a Vacuolar protein sorting-associated protein 13a 
SPAC13F5.04c vts1 Vps20 associated protein Vta1 (predicted) 
SPBC409.07c wis1 Protein kinase wis1 
SPAC4F10.15c wsp1 WASp homolog 
SPBC405.06 xdj1 DnaJ protein homolog xdj1 
SPAC637.04 ypp1 Putative cargo-transport protein ypp1 
SPAC9E9.07c ypt2 GTP-binding protein ypt2 
SPBC1718.07c zfs1 Zinc finger protein zfs1 
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Tabla B. Sustratos derivados de la actividad de Ckk2 en deprivación de 
nitrógeno. 
ID Gen Descripción 
SPBP4H10.15 aco2 aconitate hydratase/mitochondrial ribosomal protein 
subunit L21, fusion protein 
SPAC6F12.10c ade3 phosphoribosylformylglycinamidine synthase Ade3  
SPCC1322.13 ade6 phosphoribosylaminoimidazole carboxylase Ade6 
SPBC1289.10c adn2 transcription factor predicted 
SPBC1711.08 aha1 chaperone activator Aha1 (predicted) 
SPAC890.02c alp7 centrosomal transforming acidic coiled-coil (TACC) 
protein ortholog Alp7 
SPBC14C8.06 arc1 ARP2/3 actin-organizing complex subunit Sop2 
SPBC800.05c atb2 tubulin alpha 2, alp2 
SPCC962.06c bpb1 zinc finger splicing factor Bpb1 
SPCC970.03 cbr1 cytochrome b5 reductase Cbr1 (predicted) 
SPBC337.05c cct8 chaperonin-containing T-complex theta subunit Cct8 
SPBC1289.01c chr4 1,3-beta-glucan synthase regulatory factor Chf3/Chr4 
SPBP35G2.05c cki2 serine/threonine protein kinase Cki2 
SPBC17G9.08c csx2 gtpase activator activity/cnt5 
SPBC1773.15 dal52 dipeptide transmembrane transporter Dal5h2 
(predicted) 
SPCC1919.09 tif6 translation initiation factor eIF3f 
SPAC27D7.06 etf1 electron transfer flavoprotein alpha subunit EtfA 
(predicted) 
SPBC2D10.05 exg3 lucan 1,3-beta-glucosidase Exg3 
SPBC3E7.01 fab1 1-phosphatidylinositol-3-phosphate 5-kinase Fab1 
SPAC11E3.13c gas5 cell wall protein Gas5, 1,3-beta-glucanosyltransferase 
(predicted) 
SPAC31G5.14 gcv1 glycine decarboxylase T subunit (predicted) 
SPCC132.04c gdh2 NAD-dependent glutamate dehydrogenase Gdh2 
(predicted) 
SPAC56E4.06c ggt2 gamma-glutamyltranspeptidase Ggt2 
SPBC26H8.08c grn1 GTPase Grn1 
SPAP7G5.02c gua1 IMP dehydrogenase Gua1 
SPCC1235.09 hif2 set3 complex subunit 
SPBC31F10.14c hip3 negative regulation of transcription from RNA 
polymerase II promoter 
SPBC11B10.02c his3 histidinol-phosphate aminotransferase imidazole 
acetol phosphate transaminase His3 
SPAC2E12.02 hsf1 transcription factor Hsf1 
SPBC646.09c int6 eIF3e subunit Int6 
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SPAC1039.09 isp5 amino acid permease Isp5  
SPAC9E9.03 leu2 3-isopropylmalate dehydratase Leu2 (predicted) 
SPAC1F5.06 lhs1 ER heat shock protein Lsh1 (predicted) 
SPAP7G5.04c lys1 aminoadipate-semialdehyde dehydrogenase 
SPAPB8E5.03 mae1 malic acid transport protein Mae1 
SPAC13G7.06 met16 reductase 
SPCC1906.01 mpg1 Mannose-1-phosphate guanyltransferase Mpg1 
SPBC11G11.03 mrt4 mRNA turnover and ribosome assembly protein Mrt4  
SPBC651.06 mug166 Schizosaccharomyces specific protein 
SPCC1919.10c myo52 myosin type V 
SPAC10F6.08c nht1 Ino80 complex HMG box subunit Nht1 
SPAC12B10.10 nod1 medial cortical node Gef2-related protein  
SPCC24B10.19c nts1 Clr6 histone deacetylase complex subunit Nts1 
SPCC285.13c nup60 nucleoporin Nup60 
SPBP8B7.11 nxt3 ubiquitin protease cofactor Glp1 (predicted), physical 
interaction with rpl30, sog2 
SPCC1259.09c pdx1 pyruvate dehydrogenase protein x component, Pdx1 
(predicted) 
SPAC22F8.04 pet1 phosphoenolpyruvate transmembrane transporter 
SPCC663.03 pmd1 leptomycin transmembrane transporter Pmd1 
SPBC609.05 pob3 FACT complex subunit Pob3 
SPCP1E11.02 ppk38 Ark1/Prk1 family protein kinase Ppk38 
SPAC821.11 pro1 gamma-glutamyl phosphate reductase Pro1 
(predicted) 
SPBC409.20c psh3 ER chaperone SHR3 homologue Psh3 
SPAC323.02c pup2 20S proteasome complex subunit alpha 5, Pup2 
(predicted) 
SPCC63.12c pup3 20S proteasome complex subunit beta 3, Pup3 
(predicted) 
SPAC869.10c put4 proline specific plasma membrane permease Put4 
(predicted) 
SPBC713.04c pwp2 U3 snoRNP-associated protein Utp1 (predicted) 
SPAC17H9.09c ras1  GTPase Ras1 
SPCC757.09c rnc1 RNA-binding protein that suppresses calcineurin 
deletion Rnc1 
SPBC28F2.12 rpb1 RNA polymerase II large subunit Rpb1 
SPCC74.05 rpl2702 60S ribosomal protein L27 (predicted)  
SPAC3H5.10 rpl3202 60S ribosomal protein L32 (predicted) 
SPAC637.10c rpn10 19S proteasome regulatory subunit Rpn10 
SPAPB8E5.02c rpn502 19S proteasome regulatory subunit Rpn502 
SPCC24B10.09 rps1702 40S ribosomal protein S17 (predicted) 
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SPBC23G7.12c rpt6 19S proteasome regulatory subunit Rpt6 (predicted) 
SPBC2A9.04c san1 sir antagonist, ubiquitin-protein ligase E3 
SPCC31H12.07 sec231 COPII cargo receptor subunit Sec23a (predicted) 
SPAC22E12.19 snt1 Set3 complex subunit Snt1 
SPAC1039.06 Unassigned alanine racemase (predicted) 
SPAC16E8.17c Unassigned succinate-CoA ligase alpha subunit (predicted) 
SPAC1751.03 Unassigned translation initiation factor eIF3m 
SPAC24B11.12c Unassigned P.type ATPase 
SPAC2F3.11 Unassigned exopolyphosphatase (predicted) 
SPAC323.07c Unassigned MatE family transmembrane transporter (predicted) 
SPAC6B12.04c Unassigned 2-aminoadipate transaminase (predicted) 
SPAC6G10.09 Unassigned alpha glucosidase I Gls1 (predicted) 
SPAC869.03c Unassigned urea transmembrane transporter (predicted) 
SPBC1105.01 Unassigned RNA processing protein Rrp12-like (predicted) 
SPBC1271.14 Unassigned glutamate N-acetyltransferase (predicted) 
SPBC17D11.08 Unassigned WD repeat protein, DDB1 and CUL4-associated factor 
7 (predicted)  
SPBC32F12.12c Unassigned Golgi membrane protein involved in vesicle-mediated 
transport (predicted) 
SPBC4.02c Unassigned conserved fungal protein 
SPBC530.11c Unassigned transcription factor, zf-fungal binuclear cluster type 
(predicted) 
SPBC725.01 Unassigned aspartate aminotransferase (predicted) 
SPBC83.16c Unassigned conserved eukaryotic protein 
SPBC8E4.03 Unassigned agmatinase 2 (predicted) 
SPCC1223.14 Unassigned chorismate synthase (predicted) 
SPCC1672.09 Unassigned triglyceride lipase-cholesterol esterase (predicted) 
SPCC1919.12c Unassigned metalopeptidase 
SPCC4B3.03c Unassigned mitochondrial morphology protein (predicted) 
SPCC613.07 Unassigned snoRNA biogenesis protein (predicted) 
SPCC965.13 Unassigned pyridoxal family transmembrane transporter 
(predicted) 
SPCC1020.02 spc7 NMS complex subunit 
SPCC1393.02c spt2 non-specific DNA binding protein Spt2 (predicted) 
SPBC30B4.02c sqs1 R3H and G-patch domain Sqs1(predicted) 
SPBC1604.20c tea2 kinesin-like protein   
SPBC27B12.13 tom40 mitochondrial TOM complex subunit Tom40 
(predicted) 
SPAP8A3.12c tpp2 tripeptidyl-peptidase II Tpp2 
SPBC16G5.08 trp4 phosphoribosylanthranilate transferase Trp4 
(predicted) 
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SPAC6G10.05c trs120 TRAPP complex subunit Trs120 (predicted) 
SPAC23H4.15 tsr1 ribosome biogenesis protein Tsr1 (predicted) 
SPBC9B6.04c tuf1 mitochondrial translation elongation factor EF-Tu 
Tuf1 
SPAC3F10.13 ucp6 UBA domain protein Ucp6 (protein deub) 
SPBC365.14c uge1 UDP-glucose 4-epimerase Uge1 
SPAPB2B4.05 vm5a V-type ATPase V1 subunit C (predicted) 
SPAC16E8.07c vph1 V-type ATPase V0 subunit a (predicted)  
SPAC9E9.13 wos2 p23 homolog, predicted co-chaperone Wos2 
SPCC830.08c yop1 ER membrane protein DP1/Yop1 
SPAC13A11.05 ysp2 eptidase family M17 cytoplasmic leucyl 
aminopeptidase yspII (LAP yspII) 
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